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5１章
序論
61.1　緒言
　細胞とは、”生きている最小の単位”であるという考え方が細胞説として周知されている。つまり、細胞
が、生物の定義と同様に増殖、運動、環境に適応し判断能力をもつ独立した場として扱われることを言及
している。なかでも細胞の行なう生命活動には、生体膜の機能性が大きく寄与していることが良く知られ
ている。Singer と Nicolson らにより提唱された流動モザイクモデルは、これら生体膜の特徴的な構造や振
舞いを説明する上で大いに役に立つ 1)。しかし、このモデルでは、脂質分子の流動性、膜タンパク質の親・
疎水性など多くの特徴を含んでいるが、生体膜の機能性発現においてはその説明には限界がある。これは、
流動モザイクモデルの概念においては、膜中のタンパク質が均質な脂質膜中および膜上を動いているとし
ており、生体機能の発現において脂質膜のもつヘテロ構造が考慮されていないことに問題がある。生体膜
の機能性は、脂質分子の配向や対称性、分布、密度、タンパク質-脂質間相互作用などが複雑に絡み合うこ
とで制御されている。これは、タンパク質のような分子は、配置された環境の違いにより構造が変化して
しまうため、エネルギ－状態やその活性が変化してしまうためである。それ故、流動モザイクモデルへの
脂質構造の概念の導入が、生体膜中における分子レベルでのダイナミックな構造と生体機能の相関性にお
いて理解を深めることに繋がるものと考えられる。もちろん、これらの理解は、ポストプロテーオム時代
で生体膜を模倣した、もしくは、新機軸の機能性材料を創製していく上での大きな役割を担うことは間違
いないであろう。
　構造と機能性の相関性を検討する上で、生体膜中への膜タンパク質構造の構築機序というのは特に興味
が持たれるところである。小胞体で合成されたタンパク質は、複雑な経路をたどりながらゴルジ体を経て
トランスゴルジ網(trans-Golgi network ; TGN)から細胞膜へ送られてくる。その後、タンパク質自身のダイナ
ミクスと脂質膜を形成している分子構造のダイナミクスが相互に絡み合うことで、細胞膜へのタンパク質
の分子認識、バインディング、フォールディング、オリゴマー化などが、巧妙かつ精確に行なわれている。
生体中のタンパク質の機能性は、高次構造が完全に満たされることで最も活性高く発現されるため、これ
ら構造構築の過程が適切に成しとげられることが必須である。しかしながら、膜タンパク質の生体膜への
相互作用と構造構築のメカニズムの理解はまだ浅く、それらが完全に解明されるには至っていない。これ
らの解明の進捗状況が悪い理由として、”膜中からの膜タンパク質の単離が困難”であることと、そもそも、
既存の X 線や NMR などを用いた構造解析手法では膜へのタンパク質のフォールディンやバインディング
などの”ダイナミックなコンフォメーションの変化を解析できない”こと 、そして、”膜構造が複雑すぎる”
7ことに起因している。これらの問題点が膜タンパク質への生体膜との作用機序を解明する上で障壁となっ
ている。
　これらの打開策の一つとして、M. Egger らの脂質-タンパク質結合膜の AFM 観察をきっかけとして、膜
中にタンパク質が埋まった状態で原子間力顕微鏡(Atomic Force Microscope; AFM)観察を行なう技術に注目が
集まっている 2)。この方法では、ベシクル融合法を用いて調製した単純な成分からなる脂質二分子膜中にタ
ンパク質を作用させた膜の表面を AFM によって観察することで、膜中でのタンパク質の形態、サイズなど
を明らかにすることができ、膜状態の情報も同時に得ることが可能である。この手法を用いれば、膜から
タンパク質を単離する必要がなく、さらにバインディングやフォールディングを経時的に追いかけること
ができる。また、水溶性タンパク質が膜タンパク質へ変化しながら膜作用する際の膜状態の差違を検討す
ることも可能である。この手法を使い、Cholera toxin B-oligomer (CTB)や Staphylococcal α-Hemolysin など
のチャンネル構造が実際に観察されている 3-6)。しかし、膜中に埋まった膜タンパク質を AFM により直接
的に観察する手法は、多くの長所を持ってはいるが、表面しか観察できないという決定的な欠点がある。
そのため、二重膜法を使用している系では、膜表面にバインディングした後にオリゴマー化している像が
観察されていたとしても、貫通の有無などの膜内部のフォールディング情報を得ることは困難である。そ
こで、我々の研究グループでは、McConnellらの研究を中心に、古くから生体膜モデルとしての応用が期待
されている単分子膜に焦点をあて、これをタンパク質作用の基盤として用いることを提案している 7-32)。こ
れは、二分子膜の挙動においてフリップ-フロップ（反転拡散）速度が膜間平行拡散の速度に比べ極端に遅
いことから、熱力学的には、ほぼ単分子膜と同様の挙動を示すと考えられることに基づいている 7)。この方
法を用いれば、膜の吸着面である親水基側と貫通面である疎水基側の両方の情報を得ることができるため、
より内部構造の類推が可能になり問題の解決に糸口を見つけることができると考えられる。
　本研究で使用するのに有用な膜タンパク質としては、エルトール型コレラ菌（Vibrio cholerae O1, biotype El
Tor）と、血清型別でV. cholera O1に属さない非O1コレラ菌(V.cholera non-O1)の二種類より産出される 65kDa
のタンパク毒素-コレラ菌溶血毒(Vibrio cholerae hemolysin, VCH)が上げられる。VCH は標的細胞の膜上に結
合しβバレル型の孔状の集合体を形成することが示唆されているが 33,34)、詳細な高次構造は明らかになって
おらず、VCHが引き起こす水溶性の下痢の病原因子としてどのように働いているのかは解明されていない。
そのため、現在でも治療法が確立しておらず、国内においても法定伝染病の一つとして認定されている。
加えて、近年の温暖化によりコレラの流行が危険視されており、早急なコレラ発症機序の解明が望まれて
8いる。VCH の高次構造の解明が進めば、コレラの病原因子としての仕組みが分かるため、高次構造を阻害
するなどの方法を思案することでコレラの予防や治療への転用が可能である。
　本研究では、単分子膜の膜状態の差異が VCH のバインディングやチャネル形成を伴うフォールディング
に対しどのような影響があるのかを単分子膜の両面から検討することで、膜タンパク質の生体膜への作用
機序を類推することを最終目的としている。
　本章では、以下の節において、タンパク質の高次構造の形成理由、生体膜モデルの特徴と現在の問題点、
VCH のこれまでの研究と本研究との関係においての注目点などを紹介するととともに、これらの観点から
どのように本研究を展開していくかについての方法論を考察する。
91.2　膜タンパク質の構造構築経路 35-37)
　　タンパク質はアミノ酸からなる高分子が高次構造を
形成することで、その高い機能性が発現することが知ら
れている。酵素などのタンパク質は、１次構造にもとづ
き２次・３次・４次構造をアミノ酸高分子の折りたたみ
により形成している。この折りたたみには外部環境の影
響が強く影響している。例えば図 1.2.1 に示されるよう
に水中にあるタンパク質は、外部環境が水という環境下
でフォールディングや、その高次構造の形成や保持が進
行する。一般的には、疎水部を内側におりこみ親水部を
外部に露出させるようなフォールディングが進み、構造上のエネルギ－が最安定になるようにその形態の
保持が進む。
　しかし、膜タンパク質では、周囲環境が大きく異なっており、図 1.2.2 にしめされるようにタンパク質の
存在する環境は親水性の領域と疎水性の領域の二つの領域にまたがって存在している。そのため、通常の
水環境下とは違う相互作用を考えるべきである。タンパク質の構造は一次構造では、残基配列からなる水
素結合性残基や疎水性残基の分布により一義的にきまる。二次構造のαヘリックスやβシート構造は、分
子内の水相結合、静電的結合、疎水性相互作用ならびに脂質膜との相互作用によって形成される。三次構
造は、側鎖間の水素結合や脂質との相互作用など比較的弱い相互作用の集積により構築が決定されている。
また四次構造はタンパク質の特徴的な親水性疎水性の領域が相補的に配向することで外部への親水部の露
出が少ないように形成される。タンパク質の高次構造の形成は、これら段階的においてつくられる立体構
造がもっともエネルギ－的に安定な状態になるようにフォールディンが進んでいく。
　前述しているとおり、膜タンパク質は生体膜という二分子膜空間に固定化されている。膜中は水中と異
なり膜中の両親媒性分子の配向・配列、分子密度、また水素結合の供与が水環境とは異なるなどの特殊な
空間を形成している。従って膜タンパク質のフォールディングや高次構造の保持が膜からの影響を受けて
行なわれていることは否めない。従って、二分子膜の構造と膜タンパク質のフォールディングやバインデ
ィング、そして高次構造との明確な相関性を検討することはタンパク質工学においても重要な課題の一つ
であるものと考えられる。
H2O
H2O
H2O
H2O
H2O
H2O
図1.2.1　水中にあるタンパク質.
疎水性内部
親水性外部
生体膜
図1.2.2　生体膜中にあるタンパク質.
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1.3　生体膜の凝集状態の観察法
　膜タンパク質と生体膜との相互作用を検討する上で二分子膜の分子内相互作用や分子状態を含む凝集構
造についての知見が必要であることは 1.2 節で述べた通りである。二分子膜は、直接的に作る方法としては
リポソームなどが一般的によく用いられる方法であるが観察法が光学的な解析法に限定されるため、凝集
状態などを検討する上では情報量として不十分である。そこで生体膜の二分子膜構造はフリップフロップ
が平面拡散に比べると遅いことからほぼ単分子膜的挙動を示すために、近年、単分子膜を二分子膜の代替
として生体膜モデルとして用いられている。単分子膜は Langmuir らによりその調製法が確立されたのが
1916 年であるため、かなり長く検討されてきた学問で、膜状態についても様々な解析法が提案され実行さ
れてきている。特に蛍光顕微鏡や電子顕微鏡に基づく単分子膜観察の結果は多く、単分子膜の構造と同時
に相分離形態など様々な分子凝集状態についての多くのデータが重積されている 24-27)。また、リポソームな
どと異なり固体基板上に累積することができるために、新たな解析法を用いやすいというのも利点である。
　単分子膜を用いた分子凝集状態の研究の例としては脂肪酸の分子配列を電子顕微鏡と赤外分光法を組み
合わせた観察法により、内部構造と相状態の相関性などが調べられている 38)。また、蛍光顕微鏡による単
分子膜観察の例としては、脂質単分子膜中へのCholesterolの添加による特異的な構造の出現等がある 27)。
これまで様々な単分子膜が蛍光顕微鏡により検討がなされてきたが問題点もいくつかある。例えば、蛍光
顕微鏡を用いて検討を行う場合、蛍光物質を調製する膜内に添加する必要があり、それらの影響が大きい
ことは否めない。また、その分解能がマイクロメートルオーダであることから分子レベルでの凝集状態を
観測する方法としては不十分といった点である。
　そこで最近では、原子間力顕微鏡（Atomic Force Microscope; AFM）が新しい膜形態の手法として提案さ
れ用いられている。AFM は、鋭い探針を試料に近付けることで試料と探針の間に働く微小な原子間力を感
じ取り、試料の表面を、この探針を走査させることで、その表面形態を観察する手法である（これらの詳
細は以降の AFM に関する節で詳細に説明している）。AFM は、その分解能がナノレベルオーダーであり、
また走査を制御がピエゾ圧電素子を用いているために X 軸 Y 軸のみでなく高さを意味する Z 軸のデータも
直接的に得ることができる。また、観察条件が限定されていないことも強みの一つである。AFM が生体膜
観察機器として最も注目されているのが液中で観察することができるという点である。近年での液中での
AFM による生体膜モデルの例としては B. Draker らの行なった生体膜モデルに対するタンパク質の観察な
どが挙げられ、表面形態が液中と大気中で見た時に、その表面形態が異なることを示している 39)。この結
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果は、液中での凝集状態と大気中での凝集状態には微小な差があることを示唆している（図 1.3.1 <a>水溶
液中にあるマイカの表面 <b>水溶液中のポリアラニン　<c>大気中のポリアラニン）。
このような形で、生体膜の AFM による凝集構造の解析が徐々に進んでいるが、その分子状態、分子内配向
や配列と表面形態の相関性についてはまだ完全に明らかにされていない。本研究を進める上でも、AFM に
基づく表面形態と分子内相互作用についての知見を深めることが重要な点であるといえる。
　生体膜の分子凝集状態にもっとも影響を与えているのは Cholesterol であると言われている。Cholesterol
の単分子膜中へ対する影響については McConnell の研究に端を発し様々に研究が進められている。
Cholesteorlの様々な膜中における影響については後述する。
　しかしながら、膜の二次元構造とタンパク質の三次元構造の相関性については、大きな隔たりがある。
次節では、タンパク質の膜に対する作用についての近況の研究について紹介と考察をしたい。
1.4　膜へのタンパク質作用
　本研究では、タンパク質の膜内での構造ではなく、タンパ
ク質のバインディングとフォールディングに注目を当ててい
る。つまり、タンパク質と膜間の相互作用がどのような条件
で進行するのかについて条件について検討が進められる予定
である。
　本研究でも採用を検討している AFM によるタンパク質を膜
へ作用させた研究の一つとしては、J. Mou らにより行なわれ
図 1.3.1 水中(b)及び大気中(c)ポリマー鎖の表面形態.
図1.4.1　Cholera 毒素を作用させた膜形態.
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た脂質二重膜へのCholera Toxin B-oligomerの作用を観察した結果が上げられる(図 1.4.1)40)。彼らの研究では、
DPPC/POPG により構成された二重膜へ Cholera toxin を作用させてその表面形態を AFM により観察するこ
とで、表面形態の低い部分に図 1.4.1(D)中に観察されているような特徴的なチャンネル形態が観察された結
果が示されている。この結果から、膜中でのサブユニット数やサイズなどが明確に観察されている。また、
R.Wang らは同様の Cholera toxin を作用させた膜中でそのサブユニットの観察された位置が LC 相（図 1.4.2
のリング部分）に限定されるという結果がしめされ、膜状態とタンパク質の作用位置に相関性があること
を示唆している 41)。
図1.4.2　サブユニットの選択的作用位置.
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一方、タンパク質が膜状態に影響を与えるという結果も報告されており McLaugrin らによるホスファチジ
ルイノシトール 4,5-二リン酸と酸性リン酸脂質と電気的中性により構成された二分子膜への局部的に正電
荷密度の高いタンパク質を作用させた研究などがあげられる。この結果中、タンパク質の電荷が膜中の分
子の静電的相互作用をおこすことで作用部分に膜中の分子を再配向させる結果を示している。つまり、タ
ンパク質自体の作用により膜状態の変化を導く可能性を示唆している（図 1.4.3）42,43)。
これらの結果をまとめると膜状態とタンパク質はお互いに作用し合うことで、作用位置の選択やまた膜自
体の構造を作りかえることでエネルギ－的に安定になるようなバインディングやフォールディンを行なっ
ていることを示している。
作用前の膜中の分子間相互作用とタンパク質の作用後の膜中分子間相互作用のエネルギーの差は、バイン
ディングやフォールディングを進行させるエネルギ－を意味する。
ΔH = H 作用前膜 – H 作用後膜 = H 作用前タンパク質 - H 作用後タンパク質
つまり、タンパク質作用前の膜形態とタンパク質作用後の膜形態から内部の分子間相互作用を算出するこ
とができれば、比較的評価しやすい水溶液中の作用前のタンパク質の構造から割り出した内部エネルギ－
から、膜作用後の膜中のタンパク構造を理論的に割り出すことができるかもしれない。従って、膜タンパ
ク質を含む膜形態は、その膜形態の分子凝集状態を評価することでタンパク質の相互作用のドライビング
フォースと同時に膜タンパク質の構造を導くことに繋がる可能性がある。しかし、これまで膜中の分子凝
集状態とタンパク質作用後の膜分子の凝集状態についてはあまり検討がなされてきていない。それ故、作
用前の膜の分子凝集状態と作用後の膜の分子凝集状態の比較は今後課題となっていくだろうと予想される。
これまでのタンパク質の相互作用とそれに関わると考えられる因子を図 1.4.4に模式的に示している。
図 1.4.3　外来分子による相分離形態の変化.
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図 1.4.4　タンパク質の膜との相互作用に関わる因子.
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1.5　本論文の概要
　本研究は、前節まで提議された議題において次に挙げる段階を踏むことで成し遂げることを計画及び実
行している。
１.　生体膜モデル基板として用いる(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の構造についての知見を深める
２.　段階１の結果に基づき、VCHをモデル膜に作用が実際におこるかどうかの検討を行なう
３.　段階２の結果に基づき、モデル膜に効果的に作用する条件下で膜形態及び膜状態を評価する
４. 段階１、２、３を単一系において再度検討を行うことで、膜成分の役割を明らかにする
５.　不十分な点においての新たな観察法の提案を行なう
　本論文は、八章により構成されている。以下に本章（第１章）を除いた各章の概要を述べる
第二章
　AFM 観察とπ-A 曲線に基づき、生体膜モデルとして用いる(DMPC/Chol)混合単分子膜の構造や凝集状態
をナノからマイクロメートルオーダで評価した。
第三章
　AFM 観察と LB 曲線に基づき、単分子膜圧縮により形成した(DMPC/Chol)混合単分子膜の静的粘弾性挙
動について評価を行った。
第四章
　VCH の作用は、本研究で用いる(DMPC/Chol)混合単分子膜にたいして作用するかどうかはまだわからな
い。そこで、濃度の異なる VCH を作用させることで膜状態の変化を評価した。また、状態変化後の膜形態
を表面圧及びVCH濃度のそれぞれにおいて系統的な比較を行なった。
第五章
　第四章においては、膜状態が完全に制御された状態で VCH が作用していないことが明らかになった、そ
こで制御された膜状態で VCH を作用させた時に、その作用にどのような差異が生じてくるのかの検討を行
った。表面圧とVCHの相関性には大きな影響があったことが論じられている。
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第六章
　第四章及び第五章において VCH が作用することが明らかになった、しかし、膜中に含まれる２成分がど
のようにそれぞれ VCH と作用するのかについては不明である。そこで、それぞれ単一系の単分子膜生体膜
モデルを形成し各々のVCH作用について検討を行った。
第七章
　本研究で、疎水基側からの観察だけでは不十分な点があることが明らかになった。そこで、今後の展開
として必要となる疎水性基板を簡易的且つ経済的に得る手法について検討を行った。
第八章
　本研究で得られた成果をもとに、VCH の作用機序についての全般的な考察を行なう。さらに、今後の展
望について可能性にもふれている。
　次節から、それぞれの語彙や用いた方法についての説明をしている。
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1.6　生体膜 44,45)
　生体膜(biological membarane)は、細胞中に存在する厚さ約 10 nm の膜構造をさす。生体膜は細胞の内と外
を区切る境界であり、細胞内を区画する役割をもっている。そして、区画された領域の内外の物質の流れ
を選択的に調節する事により、細胞内液の組成を調節しエネルギーの清算と転換、能動輸送、細胞運動、
情報伝達・増幅の働きを行っている。
　生体膜は、リン脂質を中心とした両親媒性の分子が水中で、水方向に親水基をむけ、疎水機同士を背中
合わせにした脂質二重膜を形成する。これが生体膜の基本構造でありこの膜は水溶性分子に取ってはかな
り通過しにくい障壁となる。
また、膜中にタンパク質や棟が脂質の海に浮く氷山のような形で様々な分布状態や配置をとっており、こ
のタンパク質が膜輸送、ATP 合成、環境認識伝達などの働きを示す。S.J.Singer と G.L.Nicolson の流動モザ
イク（図 1-3-1）が生体膜モデルとして一般に受け入れられている 1)。膜構造は対象でなく、細胞の外側と
内側で脂質とタンパク質の構成が異なる為に両面の機能が異なる。生体膜で重要な事は、脂質相互作用及
びタンパク質との間に共有結合が全くふくまれず、イオン、双極子、及び疎水性の相互作用により寄り集
まっているにすぎないという点にある。Brockerhoff(1974 年)は二分子膜での内部疎水領域と表面水和領域と
の間の中間領域を水素結合帯(hydrogen belt)となづけている。この水素結合体では、エステルやアミドが受
領帯として、他方スフィンゴシン、コレステロール、α—ヒドロキシ酸、アミノ酸、水、及びタンパク質
等に含まれている水酸基が水素供与基として働いていると考えら、いずれにせよ弱い相互作用という事が
予測される為に膜中に存在するタンパクやコレステロールはもとより脂質分子そのものも自由に動き回る
事ができる。流動モザイクモデルと呼ばれるのもその為である。また脂質二重膜層を形成するリン脂質は
膜に対し水平行に拡散し、その拡散乗数は 10-8~10-7 cm2/s である。この値は、温度変化により変わり温度が
より高いと拡散常数が大きくなっていく。ここである温度 Tc により結晶性が異なる事により活発な動きを
示す。また、膜面に対し垂直方向に脂質分子は移る事があり、これを反転拡散またはフリップ-フロップと
いうしかし、この拡散は極性の頭が二重膜の炭化水素層を通過しなければならない為におこりにくい（図
1-3-2）。次節では本研究で使用した生体膜骨格モデルとして使用した脂質とコレステロールについて触れた
い。
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図 1-3-1.　流動モザイクモデル.
水平拡散反転拡散
遅い 早い
図1-3-2.　フリップフロップと水平拡散.
1.7　脂質とコレステロール 46,47)
　生体分子の一つである脂質(lipid,lipo-は脂肪の意味)はタンパク質、糖質とならんで生命に取って不可欠な
成分であるがその構造は他の生体分子と比較すると構造が非常に多様である。そこで、脂質は生体中に存
在するが水に溶けないまたは溶けにくい有機化合物と定義される事が多い。逆に言えば脂質は非極性の有
機溶媒にはよくとける。脂質には疎水性（非極性）のものと、両親媒性（疎水性と親水性の両方の置換基
をもったもの）ものとがある。哺乳類の脂質のうちで、トリアシルグリセロールが重さでは一番多いが、
生体膜には含まれず一番多く含まれる脂質はグリセロール骨格を持つグリセロリン脂質である。最も簡単
なグリセロリン脂質はホスファチジン酸で、グリセロール 3-リン酸の C-1 と C-2 に二つの脂肪酸がエステ
ル化したものである。しかし、ホスファチジン酸の存在量は少量で、もっと複雑なグリセロリン脂質を合
成したりするときや分解する際の中間代謝物となっている。
　本研究では、リン脂質の中でも赤血球中で最も多いジミリストリフォスファチジルコリンを使用してい
る(図 1.4.1)。リン酸とコリンからなる親水性の頭部と日本の疎水性炭化水素の尾部を持ち形成されるグリ
セロール骨格をもち、炭化水素部の炭素数が 14 個のものをジミリストイルフォスファチジルコリンと呼ん
でいる。リン脂質炭化水素鎖の二本のうち１本はシス型の二重結合を１から数個含み（不飽和脂肪酸）、も
う一つは二重結合を含まない（飽和脂肪酸）になっている。脂肪酸の尾の長さや飽和度は、分子が相互に
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密集できる度合い、つまり膜の流動性や凝集性に直接影響する為に重要である。
　脂質二重層の外層と内層の脂質組成の違いは赤血球膜におい
てよく検討されているが、神経系の膜系でも同様の非対称性の
違いが取りざたされている（表１.4.1）。一級アミン基をもつホ
スファチジルエタノールアミン(PE)、ホスファチジルセリン
（PS）が内層に多く、四級アミンをもつホスファチジルコリン
（PC）が外層に多く分布するのは、コリンの極性基がかさばるため、表面積の大きい外側に位置した方が
熱エネルギ－的に安定であるからといわれている(curvature effect)。（その他にも PS と PE については外層-
内層間のフリップフロップを積極的に促進する ATP 依存性のリン脂質フリッパーゼなどの影響との関係も
主張されている）この膜中の非対称性において外的に侵入してきた物質が作用する面に多いのがフォルフ
ァチジルコリンであり本研究においてPCが選択されているのも十分に説明ができる。
Curvature effect は、PC の作る構造にも大きく影響している。両親媒性分子は主に、水相中において親水基
を外側にむけて疎水基を内部に織り込む形で自発的に二重層を形成する。この際に、とりうる凝集構造と
しては、二分子膜構造（ラメラ）、ヘキサゴナルⅡ構造、ミセル構造がある。これらの凝集状態の形は分子
の形に依存する傾向があり、円柱型であるPCは二分子膜構造を取りやすい。
コレステロールは、極性のヒドロキシル基と疎水性のステロイド基、炭化水素鎖より構成されている(図1.4.2)。
脂質二重層中でヒドロキシル基はリン脂質分子の極性を持つ頭部近くにくる並び方をしている。柔軟性に
乏しい平面構造をしたステロイド環は、最も極性基に近い炭化水素と相互作用をする事によりその部分を
固定している。リン脂質分子の炭化水素の CH2を動きにくくする事で、コレステロールは脂質二重層の１
部分を変形しにくくし、その結果小型の水溶性分子が二重層を通過しにくくなる。コレステロールは脂質
二重層の流動性を減少させる一方、真核細胞の細胞膜の大部分で見られる程度の高濃度になると、炭化水
素鎖の凝集や結晶化も阻害する。つまりコレステロールは相転移を阻害する結果を生む。
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　　図 1.7.1　ジミリストイルホスファチジルコリンの構造.  　図 1.7.2　コレステロールの構造.
表1.4.1　ヒト赤血球膜
外層（%） 内層（%）
PC 71 29
SM 81 19
PE 18 82
PS 0 100
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1.8　脂質二分子膜系の相図 48)
　脂質二分子膜系の相図は、蛍光顕微鏡や示差走査熱量測定などにもとづき行なわれている。相分離形態、
や熱異常の現れる温度、つまりは相転移温度を結ぶことによって相図が得られる。
図 1.8.1 は、(a) DPPC/DMPC、(b)DSPC/DMPC の水分散系の相図である。二つの図において、高温側が液晶
相、低温側がゲル相である。液晶相とゲル相の間には、二相共存状態の領域が存在する。脂質分子 DPPC
と DMPC においては、炭素数の差は２つと小さいため、それらの分子間相互作用エネルギーと同種の脂質
分子間の相互エネルギ－の差は小さく液相線と固相線の開きは小さい。一方、DSPC と DMPC では、炭素
数は４つことなるため、液相線と固相線の開きが先ほどと比べると大きくなっている。二相共存状態中で、
液晶相とゲル相が共存し、それぞれの領域、すなわちドメインを形成する。それぞれの領域の締める割合
は、温度と脂質モル濃度で決まる。図 1.8.1 において、脂質モル濃度が 0.5 の場合を考えると、二つの相図
で X=0.5 の線上で高温側の液晶相から高温すると L 点で液相線と交わる。その線から高温するとともに、
はじめ組成、X=0.5 の液晶相の領域 100%であったものが、組成を変えながら液晶相の領域が減少し、一方
ゲル相の領域が増加し、S 点で固相線と交わる。最終的には、組成 X=0.5 のゲル相 100％を占める領域に達
する。脂質二成分のみからなる系では、二相共存状態中にあれば、側方相分離を起こす。このような側方
相分離によるドメインの構造の存在は電子顕微鏡により確かめられている。
図 1.5.1　脂質二成分系の相図.
a)はジパルミトイルホスファチジルコリン（DPPC）・ジミリストイルホスファチジルコリン（DMPC）系の相図。
b)はジステアロイルホスファチジルコリン（DSPC）・ジミリストリウホスファチジルコリン（DMPC）系の相図
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1.9　脂質・コレステロール系の相図と秩序液体相 48)
　脂質・コレステロール系において、コレステロールは、一般の脂質と比較すると膜成分に対して特徴的
な効果を及ぼす。また、コレステロール(Chol)の生体膜中における存在比は高いことが知られている。
　脂質二分子膜にコレステロールを混有すると、ゲル相での分子の側方拡散が促進することが知られてい
る。また、液晶相では拡散速度を減衰させる効果をもち二様効果を示す。これはゲル相では炭化水素の充
填を乱し、液晶相では乱れた炭化水素間を緩衝し反対に充填を促進する方向に働くためである。
　脂質二分子膜にコレステロールを加えた場合、コレステロールの割合が 20 %の前後で膜の性質が大きく
変わることが知られている。脂質・コレステロール系の DSC 測定おける吸熱曲線として、DPPC・Chol 系
および、DMPC・Chol 系の場合を見ると、DPPC・Chol 系ではコレステロール濃度が増すことでゲル・液
晶相転移温度における吸熱曲線は微細構造をもつものの約 20 モル%で鋭いピークは消え、ブロードなピー
クは約 50 モル%で消える。一方 DMPC・Chol 系ではコレステロール濃度がほぼ 20 モル%に達すると、ゲ
ル・液晶相転移温度での異常は消失する。DPPC および DMPC ではゲル・液晶相転移温度直下のゲル相は
厳密にいうとリップル相であって、脂質表面が波をうった構造をとる。したがって、フリーズフラクチャ
レプリカの電子顕微鏡観察において、明快な波打ち構造が観察されるため、このことを使って、脂質二分
子膜とコレステロールの相互作用をより突っ込んで調べることができる。たとえば、DMPC・Chol 系の場
合、コレステロールを増やしながらゲル・液晶相転移温度直下でレプリカをつくり電子顕微鏡観察を行な
うと、コレステロール濃度が増加するとともにリップル周期が長くなり、約 20 モル%にたっするとリップ
ル構造が消失する。これは、リップルの山と他にで炭化水素鎖の状態が異なっており、一方に選択的にコ
レステロールがはいりやすいことになっていると考えることができる。したがって、DMPC・Chol 系ノリ
ップル構造は２つの状態からなるミクロドメインからなっており、コレステロール濃度が約 20 モル%に達
すると一つの状態からなる相になる。
　脂質・コレステロール系の相図は、DSC 測定、重水素核磁気共鳴、電子スピン共鳴などを用いて、検討
されている。ここでは、DPPC・Chol 系において Vist と Davis が重水素核磁気共鳴実験等に基づき提案して
いる相図に対して、Ispenらがそれぞれの相の性質を理論的に検討した結果を図 1.9.1に示す。図 1.9.1中、so
(solid ordered)相、すなわち秩序固体相ゲル相に担当しており、ld (liquid disordered)相、すなわち無秩序液体
相は液晶相に対応している。コレステロール濃度が濃いときに現れる領域が脂質・コレステロール系にお
いて特徴的な相である。これは lo (liquid ordered)相、すなわち秩序液体層とよばれている。これは、コレス
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テロールが液晶相で乱れた炭化水素間を緩衝し充填を促進する方向に働くという二様性について相図の上
で示したことに他ならない。図 1. 9. 1中の ld-loで示す領域はいわば液体相における相分離状態であるので、
液体における混合の切れ目(fluid miscibility gap)とも呼ばれている。図 1.6.1 に基づいてさらに説明する。図
1.9.1 のコレステロール濃度 15 モル%上で考えると、てこの原理により、P 点ではコレステロール濃度リッ
チな x=xNの成分の領域がMPに比例し、コレステロール濃度プアーな x=xMの成分の領域がPNに比例する。
したがって、ld と lo の２相共存状態にあって、側方相分離をお越し、この相では流動性の高低に関して二
種類の特性を持つドメイン構造からなっている。このドメイン構造いかだモデル（ラフトモデル）の基本
的な構造である。実際には、スフィンゴ糖脂質とコレステロールを主成分とする系においてコレステロー
ル濃度リッチな領域にタンパク質が取り込まれて、タンパク質と脂質の相互作用のために、よりヘテロな
構造が出現し、これ一体がラフトとよばれている。
図 1.9.1　DPPC・コレステロール系の相図
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1.10　チャンネルとキャリアー44,49)
　生体膜で示した通り、細胞膜は生きた細胞を外界から物理的に隔てている。膜はほとんどの分子の自由
通過を制限しており、選択的な透過性をもつ障壁になっている。しかし、水、酸素、その他の小分子は細
胞内に入る必要があり、真核細胞内部の区画の間を自由に行き来する必要がある。イオンやピルビン酸、
アミノ酸、糖、ヌクレオチドなどの代謝物質は全て特異的輸送タンパクの仲介で膜を透過する。特定イオ
ンに対する膜透過性を非常に大きくする物質としてイオノホアが上げられる。イオノホアは有機分子であ
り、キャリアー型とチャンネル型の二種に分けられる。中でもチャンネル型は膜貫通経路を形成し、特定
のイオン等が大きさ電荷、分子構造が適切であるならば濃度勾配に従いどちらの方向にも速やかに移動で
きる。この場合濃度差による拡散のためエネルギーが必要ない。また、キャリアー形成型は特定イオンと
選択的に結合してその状態で膜拡散を行い、膜の反対側に移った時点で放出を行う事でイオンの膜透過性
を増している。キャリアーとチャンネルの本質的な差は、チャンネルではチャンネル形成やその開閉をし
めす単一コンダクタンス現象が観測されるがキャリアーでは観測できないことや、イオノホアによるコン
ダクタンスを温度に変えて観測するとキャリアーである温度を下げていくと脂質の相転移点の近くで突然
コンダクタンスが四桁異常も下がるが。これは温度が脂質の融点以下になると膜の流動性が失われる事で
キャリアーの移動が困難になるためであるが、チャンネル場合チャンネル構造自身が脂質の結晶化による
影響をあまり受けないなどがある。
　多くの神経を始めとする興奮性細胞はもとより、非興奮製細胞においてもさまざまのイオンチャンネル
が存在することが、単一コンダクタンスゆらぎを観測する事によって確認されている。これらのチャンネ
ルでは、コンダクタンスゆらぎはチャンネル開閉によっておこり、イオノホアでみられるようなチャンネ
ルの形成消滅によるものではない。生体膜ではチャンネルはタンパク質によって形成されており、安定な
形で膜中に存在し、その開閉を制御するという形を取る。生体膜のイオンチャンネルの研究は、アセチル
コリン受容体を始めとして、ナトリウムチャンネル、カルシウムチャンネルなど多くのチャンネル分子の
単離、cDNA の合成、それをもとにした遺伝子配列の決定、アミノ酸配列の決定、分子の三次元構造の予
測等様々に進展している。しかし、生体分子は構造が複雑であり今後の研究が期待されている。
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1.11　タンパク質
1.11.1　タンパク質 44)
　細胞を構成する物質のほとんどは、炭素、水素、窒素、酸素から構成される有機物である。体内の物質
の７０％程度が水を締めているが、水を別とすれば、そのほとんどが炭素を含む炭素化合物である。この
有機化合物は糖、脂肪酸、核酸、タンパク質あるいはその構成分子であるアミノ酸に大別できる。
　糖は主としてエネルギー源として活用されているが、タンパク質を修飾し、アンカーなどの役割や目印
としての役割ももっている。脂肪酸はエネルギー源として役割をもっておりトリアシルグリセロールなど
の形で体内に蓄えられている。しかし、細胞にとって最も重要な事は、大部分の脂肪酸は主に細胞膜、核
膜などの生体膜を構成することで細胞を形作りその内部を区画していることにある。また、様々な活動シ
グナルをカスケードなどの役割を担い増幅伝えていくことにある。核酸は、遺伝暗号の物質的基板である
DNA、RNAをつくる。さらに、核酸の１種であるATPは細胞内の様々な反応エネルギーを供給している。
さらに、核酸の１種であるATPは細胞内のさまざまな反応エネルギーを供給している。
　タンパク質は、細胞の機能性と細胞内代謝を促進する効果を担っている。タンパク質の構造は、アミノ
酸が直鎖状に結合して高分子化した構造をとっている。タンパク質には多くの種類があり、1)生化学反応
を触媒する酵素 2)ヘモグロビン、ミオグロビンなどの他の分子と結合して運搬貯蔵など担うタンパク質 3)
コラーゲン、チューブリン、アクチンなどの細胞の形を保ち、したがって組織の期間を保持し形を決める
もの 4)タンパク質の集合体は機械的な仕事、例えば鞭毛運動、有糸分裂時の染色体の分離、筋肉の収縮を
行う。5)細胞の情報を解読する機能を持つタンパク質が 6)ホルモンなどの標的細胞や標的組織の生化学活
性を制御するタンパク質 7)非常に特殊な働きをするタンパク質もあり例えば抗体は脊椎動物を細菌やウィ
ルスの感染から保護し、細菌が出す毒素は他の生物を殺す事ができる。これらの働きでタンパク質の生物
機能がなりたっており。DNA 配列等のゲノム情報の解明がすんだ今プロテオームが期待されている部分で
もある。
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1.11.2　タンパク質構造 35,36,37)
　タンパク質の活性は高次構造をとることにより決まる。逆に高次構造次第では活性が極端に現象するな
ど他の反応を引き起こす等の影響がでることが分かっている。
タンパク質はアミノさんの繋がったポリペプチド鎖であり、一次構造とはアミノ酸の配列、すなわち DNA
によりコードされた遺伝子が翻訳されたものである。アミノ酸とは一個の中の中心となる炭素（α炭素）
を持つ分子であり。炭素原子には４つの原子が共有結合できる。その二つはカルボキシル基(-COOH)とア
ミノ基(-NH2)である。カルボキシルとアミノ基はアミノ酸同士が直鎖状に連結する役割を担っている。一つ
アミノ酸がアミノ基もうひとつのカルボキシル基とペプチド結合(-CO-NH-)し、アミノ酸直鎖が形成される。
α炭素には４つの原子が結合できるので、あと２つの原子が結合できる一つは水素原子で。もう一つは多
様なパターンの側鎖と呼ばれる原子団である。アミノ酸の種類はこの側鎖で決定される。タンパク質を構
成するアミノ酸はわずかに 20 種類である。すなわちタンパク質の性質は 20 種類の側鎖の多様性とその並
び方によって決まっている。この 20 種類のアミノ酸の結合様式で、細胞のもつ機能のほとんど全てが実現
されている。このなかでシステインはペプチド結合以外にも、共有結合をつくることができる。システイ
ン同士が三次元構造上近接している場合、参加されてジスルフィド結合をとる。これらのアミノ酸配列の
ことを一次構造としている。
二次構造としてはタンパク質は水中に存在するがタンパク質の大半は疎水性側鎖をもっており。構造的に
は疎水性側鎖はタンパク質内部に疎水性コアを作り、他の側鎖は親水性表面をつくることが水溶性タンパ
ク質の立体構造を形成の基本原理とされている。しかしながら、ペブチド結合の連なるポリペプチドのバ
ックボーンは NH 基と C=O 基をもち、非常に極性に飛んでおり疎水性コアの障害となると思われるが、実
際には H と O は水素結合を作り、さらに規則的な構造を形成することで安定化している。この規則的な構
造はαヘリックス構造とβシートと呼ばれている。αへリックスは螺旋状の構造であり、βシートはβス
トランドとよばれるポリペプチド鎖が平衡または逆平行に並んだ形をしている。二つの構造はタンパク質
の立体構造の最も基本的な単位となる。多くのタンパク質は複数のαへリックスとβシートとそれらをつ
なぐループより成り立っている。
数個のαへリックスとβシートは特定の幾何学的な配置をとることで、特定の機能と対応したモチーフと
呼ばれる。モチーフの担う機能は特定の生物機能的な関連がなく、もっと大きな構造的複合体の一部を構
成する。代表的なモチーフに、DNA 結合を担う二つのαヘリックとそれらをつなぐリンカーからなるヘリ
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ックス-ターン-ヘリックス(helix-turn-helix:HLH)、,Ca2+との結合を担う二つのαへリックスとそれらをつなぐ
ループ領域からなるヘリックス-ループ-ヘリックス(helix-loop-helix:HLH)がある。またβストランドからな
るモチーフとしてβストランドが二つ逆向きにならんだヘアピンβモチーフがある。これらのいくつかの
モチーフが組み合わさって球場の構造を取り、ドメインを形成す。ドメインは一つの機能と対応している
事が多く、アミノ酸配列が相同であればあるほど必ず同じ機能、構造を持つ、ほとんどのタンパク質はい
くつかのドメインをもっており、ドメインはいくつかのタンパク質で共通してみられる。このため、タン
パク質の種類はドメインの組み合わせを変える事で増えてきたと考える事ができ、これは生物が新しい進
化をたどる場合逆に現在有るものを組み合わせる事で合理的に進化を薦める事ができるためであると考え
ることができる。これらのドメインの構造、あるいは複数のドメインを持つタンパク質全体の構造を三次
構造と呼ぶ。
タンパク質の場合、単量体で機能する事はほとんどなく、他のタンパク質と複合体を形成する事で一つの
機能を発現している。タンパク質のこれらの集合化による構造を四次構造とばれている。
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1.12　コレラ
1.12.1　Vibrio Cholerae hemolysin
　コレラは、コレラ菌から産出されるタンパク毒素により引き起こされる経口感染症の１種である。主に
水溶性の下痢を主症状とし、潜伏期間は数時間から５日以内で、その後水のような下痢と嘔吐が１日 20 か
ら 30 回程度起こる。この下痢や嘔吐に伴う急速な脱水症状により、血行障害、血圧低下、筋肉の痙攣、虚
脱をおこしたのちに死亡する。治療を行なわなかった場合、死亡率はアジア型で 75~80 %でエルトール型
では 10 %以下である。現在の適切な対処を行なった場合でも死亡率は 1~2 %程度ある 50,51)。
　コレラは感染力が非常に強いため、これまで、世界各地でコレラパンデミックと呼ばれる世界的な大流
行が 1817 年にインドからバングラディッシュ付近で起こって以来、貿易ルートにそって世界各地で 7 回起
こっている。コレラが流行した当初は、川から流れてくる”ミアズマ(瘴気)“が原因であると考えられてい
たが、1854 年頃に水中に存在する微生物が原因であることを John Snow が発見をしている。さらに 1884 年
にドイツの細菌学者ロベルト・コッホによってコレラ菌が発見され、医学や防疫学の発展とともに、アジ
ア型コレラの世界的流行は抑えられていった。しかしながら、現在でも東南アジアやインドではコレラが
常在し、流行が繰り返されいずれも万単位の死亡者が出ている。
　感染源として主たるものは、患者の糞便や嘔吐物に汚染された水や食物である。消化官内に入ったコレ
ラ菌は井の中で多くが胃液により死滅するが、少数は小腸に到達し、ここで爆発的に増殖してコレラ毒素
を産出する。コレラ菌自体は小腸の上皮部分に定着するだけで、細胞内には全く侵入しない。コレラ毒素
は上皮細胞を冒し、その作用で細胞内の水と電解質が大量に流失し、持つ列な下痢と嘔吐を誘起する 52-55)。
　コレラの主症状はコレラ菌が産出するコレラ毒素であるが、近年の研究でコレラの発症に関与する病原
因子がコレラ毒素以外に存在すると考えられている。現在までに、下痢を引き起こすと考えられているも
のは、エルトール溶血毒、Zonula occludens toxin、 Accessory cholera enterotoxin等がある。
1.12.2　コレラ菌溶血毒 55-67)
　コレラ菌溶血毒はエルトール溶血毒とも言われる。エルトール溶血毒はエルトール型コレラ菌よって産
出されるタンパク毒素の一つで溶血活性及び細胞障害活性を持つ。特に 65 kDA のエルトール溶血毒が溶血
活性だけでなく、マウスに対する致死活性も持っている。物理化学的性質と免疫学的な性質がエルトール
溶血毒と同一である non-O1 溶血毒は溶血活性、細胞障害活性、ウサギの皮膚毛細血管透過性の亢進、乳の
みマウスの腸管の液体貯留などを引き起こすことが知られている。エルトール溶血毒も同様の効果を持っ
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ているものと考えられている。また C 末端側 15 kDa が遊離した 50 kDa のエルトール溶血毒も溶血活性や
細胞障害活性を持っていることが報告されている。精製エルトール溶血毒をウサギ赤血球に作用させると
数分で浸透膨張を起こして赤血球が消失してしまうことが確認されている。このような赤血球の形態変化
からエルトール溶血毒は孔形成毒素であることが示唆されている。また SDS-ポリアクリルアミドゲル電気
泳動を行なうと単量体の分子量である 65 kDa のバンドが消失し 350 kDa のタンパクバンドが出現する。こ
の結果は 65 kDa のエルトール溶血毒が膜上に集合体を形成していると考えることができる。集合体を形成
したと考えられる赤血球ゴーストを電子顕微鏡で観察するとリング様構造体や膜周辺にシリンダーの構造
体が形成していることが観察される。膜上に形成されたエルトール溶血毒集合体は Aeromonas hydrphila の
生産する aerolysin や黄色ブドウ球菌α毒素の集合体と電子顕微鏡で観察された　構造が良く似ているため、
膜内に挿入された集合体の筒状の部分がβバレル構造であると推測されている。
　osmotic protection 法によると分子量 594 Da の raffinose 存在下ではエルトール溶血毒によるウサギ赤血球
の溶血は起こるが、分子量 900 Da の dextrin 20 存在下では溶血が完全に阻止される。これは、エルトール
溶血毒集合体が膜に孔を形成していることを示唆している結果である。孔の直径は糖の水和半径を元に 1.2
nmから 1.6 nmであると計算されている。
　また、次項にも記載しているが膜中にコレステロールが存在しないと、エルトール溶血毒素は集合体を
形成しないことや、集合体が膜電位に依存した、陰イオン選択性を持つイオンチャンネルとしての働きが
あることが明らかにされている 33)。エルトール溶血毒素が腸管上皮細胞の膜上に集合体を形成して細胞傷
害を引き起こすのは、ほぼ間違いないとかんがえられているが、他のコレラ菌産出物や、宿主側の要因と
複雑に絡み合っているためか、エルトール溶血毒の病源因子としての役割が未だにはっきりしていない。
さらに、水溶性の蛋白毒素が膜中に入り込む性質や集合化の機構も未だに明らかにされていない。しかし、
エルトール溶血毒がコレステロールの存在下で反応がおこることが確認されていることより膜成分が重要
な鍵となると考えられる。赤血球膜の膜構成成分を表 1.12.1 に示す。膜成分としてはタンパク質以外の大
半を占める脂質ではグリセロリン骨格を有するリン脂質とコレステロールから成り立っている事が確認で
きる。
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表 1.12.1　膜構成成分
タンパク質　　49.2%
脂質　　　　　43.6%
　　リン脂質　　　　32.5%　　　　　　ホスファチジルコリン(PC)           34.7%
                            　　　　 ホスファチジルエタノールアミン(PE)  28.0
　　　　　　　　　　　　　　         スフィンゴミエリン(Sph)             20.1
                                    ホスファチジルセリン(PS)            14.3
                                    ホスファチジン酸(PA)                 2.2
    コレステロール  11.1%
炭水化物            7.2%
1.12.3　コレラ菌溶血毒とコレステロール
　コレラ菌溶血毒とコレステロールが密接に関係していることが近年明らかになってきている。フォスフ
ァチジルコリン(PC)で調製したリポソーム中にコレステロールが含まれていない場合、コレラ菌溶血毒単
量体が集合体を形成しないということが明らかにされている 33)。さらに蛍光物質(carboxyfluorescein, CF)を
封入したコレステロールを含む PC リポソームの溶液中からは、コレラ菌溶血毒を作用させることで蛍光物
質が流出することが明らかにされた。しかし、コレステロールを含まないリポソーム中からは CF の流出が
起こらないという結果が示されている。これらの結果は、コレラ菌溶血毒の単量体が膜上で集合体を形成
するためにコレステロールが必要であるということが明らかである。さらにコレステロールの構造上、末
端のヒドロキシル基向きがことなるエピコレステロールではその作用が起こらないこと、また、C5 と C6
間の二重結合がない場合はその活性が大きくおちることなどが明らかになっている。この結果は、3βOH
とC5-C6間の結合部分がコレラ菌溶血毒のバインディングに影響を与える結果を示している 68)。
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1.13　単分子膜
1.13.1　単分子膜・Langmuir-Blodgett(LB)膜
　水面上の単分子膜の本格的な研究は、1881 年に大学で学ぶこともなかった Agnes Pockels という女性が、
家事をする傍らに、台所の片隅で独創的な実験方法によって 10 年間行った表面圧と表面積に関係について
の論文 69)が発表されてからである。それを引き継いだ Rayleigh は、1899 年に油分子がが水面上に一層だけ
密に並んだ単分子膜に相当すると推論した 70)。その後、1916~1917年にLangmuirが界面化学に関する論文 71,72)
を発表し、物理学概念に化学的構造式を当てはめた。これは今日の親水基、疎水基などの概念を確立した
ものである。また、1920 年に Langmuir とその弟子 Blodgett により固体基板上に単分子膜を累積する手法に
関する論文が発表された。さらに詳しい累積単分子膜に関する論文を1934~1935年にBlodgettが発表した73,74)。
これらの研究者の名にちなんで、水面上単分子膜を Langmuir 膜、これを固体基板上に累積した多層膜を
Langmuir-Blodgett(LB)膜と名付けられている。
1.13.2　単分子膜の形成機構 75-77)
　一分子中に親水基と疎水基を併せ持つ分子を両親媒性分子といい。これを揮発性の有機溶媒に溶かし、
水面上に展開すると、揮発性溶媒は瞬時に蒸発し、水面上には両親媒性分子のみが残る。この時両親媒性
分子は、親水基を水面に接し、疎水基を水面から遠ざけるような配向をとる。そして、その分子の水に対
する付着力がその分子自身の凝集力より大きく、しかも分子の量に対し水面が十分に広いならば、すべて
の分子が水面に引きつけられて水面上に一層だけ立ち並ぶ。これらの分子を寄せ集めることにより、膜圧
が一分子長の単分子膜が形成される（図 1.13.1）。単分子膜の形成は、気液界面の界面自由エネルギーの低
下で確認される。単分子膜を水面上に形成すると両親媒性分子の界面活性作用により水の表面張力が低下
する。純水の表面張力γs と単分子膜形成後の表面張力γとの差：π=γs-γを表面圧という。膜を外部水
平方向から圧縮して分子占有面積 A を小さくするとπが増大する。この圧縮におけるπと A の関係をπ-A
（表面圧-分子占有面積）曲線といい、単分子膜の力学特性を表す指標とされる。水面上の安定な単分子膜
の形成には、親水基の水に対する親和力、疎水基間相互作用の分子間凝集力、分子熱運動性、及びこれら
の相互のバランスが重要な因子となる。
　単分子膜は、不均一系の界面における分子配列とそれに基づく諸現象を理解するためのもっとも単純化
理想化されたモデルとして、きわめて有効な研究手段を提供する。つまり、分子の集合状態を二次元とい
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う通常の世界より次元を一つ減らした条件下で調べることができるために、比較的簡単な実験技術で分子
の立体構造、配向、集合状態及び分子間相互作用などに関する情報を得ることができる。さらに、膜の占
有面積をかえると、分子の配向の充填状態が容易に変化するから、物性や化学反応に対する分子の配列効
果なども研究することが可能である。
　また、単分子膜はその膜内で分子の配列や相互作用を分子レベルで制御できるため、新しい可能性を持
つ機能性材料として幅広く研究されている。
1.13.3　LB膜調製法 78)
　本研究で用いる単分子膜は基板上に移し取ることにより原子間力顕微鏡観察に用いることが可能となる。
従って、観察には水面上から適当な基板上に移し取る必要性がある。そのために、移し取りの方法も重要
となる。以下に、通常用いられている移し取りの方法と本研究で用いた移し取りの方法について述べる。
1.13.3.1　垂直浸積法
　垂直浸積法は、通常多層膜を形成する方法である。この方法は、表面圧を一定に保ちながら、親水性あ
るいは疎水性の基板を水面に対して垂直にし単分子膜を調製する。その後、基板を水の中に上下すること
で基板上に膜を移し取ることができる。LB 膜は基板の表面性質により累積機構が変化し、単分子膜の状態
によりX・Ｙ・Ｚ膜と呼ばれている。（図 1.13.3.1.1）
X 膜：基板が下降するときにのみ単分子膜が移しとられる場合に形成される LB 膜。このとき LB 膜中の全
分子は、疎水基部を基板側に向け、親水基部を外側に向けている。
Ｙ膜：基板の上昇・下降いずれの場合にも単分子膜が移し取られる場合に形成される LB 膜。このときＬ
Ｂ膜中の分子は、親水部同士、疎水部同士を向かい合わせに交互に層をなしている。
Ｚ膜：基板が上昇するときにのみ単分子膜が移し取られる場合に形成される LB 膜。このときの LB 膜中の
全分子は親水部を基板側に向け、疎水部を空気側に向けている。
　この方法は普通ＬＢ法と呼ばれる累積方法であり、多層膜の研究にはもっとも一般的な移し取りの方法
である。その他に、後述の水平付着法、水平下面付着法、水面付着垂直引き上げ法等がある。
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　　　　　　　　　　図 1.13.3.1.1　垂直浸積法と形成されるLB膜の模式図.
1.13.3.2　水平付着法
　水平付着法は、展開溶液を展開したあと圧縮により所定の表面圧の膜を調製した後に、その上から水面
に対し水平に支持された疎水性の基板を静かに接触させると、膜はそのまま基板に付着してくる。その後、
基板に接近して仕切板を置き、膜の回り込みを妨げれば単分子膜が移し取られる。一方仕切板をおかなけ
れば膜が回り込み二分子膜の累積が可能となる。この方法だと累積時に膜の流動が伴わないために累積比
は常に 1 であり、単分子膜中の配列・充填状態がそのまま基板表面に移行すると考えられる。また、高分
子単分子膜のような固い膜や比較的低圧の膨張膜に適応できるという利点がある。しかし、単分子膜を移
し取った場合、疎水性基板に両親媒性分子の疎水基を付着させるため、親水基が大気中を向くことになり
不安定である。（図 1.13.3.2.1）
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　　　　　　　　　　　　　　図 1.13.3.2.1　水平付着法.
1.13.3.3　垂直引き上げ法 6)
　垂直引き上げ法は、親水性基板を、あらかじめ水面下に浸した状態で展開溶液を展開する。その後、所
定の表面圧まで圧縮し、基板を水面に対し垂直に引き上げることにより単分子膜を移し取る方法である。
このとき単分子膜は親水部を基板に向けて移し取られる。この方法だと表面圧の低い単分子膜あるいは、
基板への付着力が弱い単分子膜を移し取るのに適さない。（図 1.13.3.3.1）
        
　　　　　　　　　　　　　　　図 1.13.3.3.1　垂直引き上げ法.
1.13.3.4　水平引き上げ法 79)
　水平引き上げ法は、親水性の基板を、あらかじめ水面下に浸した状態で展開溶液を展開する。その後、
所定の表面圧まで圧縮し、単分子膜を調製した後に水面に対し水平に引き上げることにより単分子膜を移
し取る方法である。この時単分子膜は、親水部を基板側に、疎水部を空気側に向けて移し取られる。垂直
引き上げ法との違いは、基板が水面に対し垂直が水平かの違いである。しかし、水平引き上げ法では表面
圧 0 mN/m での単分子膜あるいは、基板への付着力が弱い単分子膜も移し取ることができるだけでなく、
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単分子膜を水面上に存在するときと同じ形態のまま移し取ることが可能である。（図 1.13.3.4.1）
　　　　　
　　　　　　　　　　　　　　　図 1.13.3.4.1　水平引き上げ法.
1.13.4　TROUGH
　一般に展開単分子膜の調製には、Langmuir 水槽と呼ばれる浅い水槽に水を張り、水に対し拡張係数の高
い溶媒に単分子膜試料を溶かし、この溶液を水槽の水面上に展開し単分子膜を調製する。また、展開され
た単分子膜の二次元的な圧縮・拡張にはバリヤーと呼ばれる短冊型の板、または角棒等を水面上に沿って
スライドさせることによって可能となる。
　Langmuir 水槽には 1)単分子膜を展開する為の下層水が接する水槽内面が超純水を汚染しないような物質
でできていること。2)酸やアルカリ、膜展開用の有機溶媒、その他の多くの化学物質でできていること。3)
下層水を水槽の縁より少し盛り上げた方が実験上の都合が良いので、水槽の縁を形成する物質は撥水性で
あること。4)洗浄しやすいこと。5)水面温度が制御しやすいこと。等の条件がある。5)を除けばこれらを満
足する物質としてポリテトラフルオロエチレン（テフロン）がある。しかし、テフロンは熱膨張率が大き
くまた、室温より少し上に相転移点が存在する為に、温度変化に対する形状安定性が悪い。その為、熱伝
導の良い金属で水槽本体を作り、その表面にテフロンを塗布する方法で Langmuir 水槽は一般に作られてい
る。また、温度制御の為に水槽を二重底にし、恒温水を循環する方式が取られている場合が多い。また、
累積用に水槽の中心に、累積基板を浸漬するための“井戸”をもうけた装置が一般的には普及しており用
いる基板の大きさによってその井戸の大きさは異なる。
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1.13.5　表面圧測定
　当研究室のTROUGHは、Wilhelmy法（垂直板法）により表面圧を測定されている(図 1.13.1)。このWilhelmy
法は感度が高く 10-3 mN/m 程度まで測定できる、しかし、圧縮方向にしか測定できない等の特徴を持つ。
この方法は、ろ紙を水中につけた時に、ろ紙に働く重力(lwt)ρwg、浮力 wthρL、表面張力 2γ（t＋w）cosθ
と張力 P をつり合わせることにより、液体の表面張力を測定する方法である。この時つり合いの状態では
次式が成立する。
  　　　　　            P = (lwt)ρLg － wthρw ＋ 2γ（t＋w）cosθ
ここで、l：ろ紙の高さ、w：ろ紙の幅、t：ろ紙の厚さ、h：ろ紙の水に浸かっている高さ、g：重力加速度、
ρL：ろ紙の密度、ρw：水の密度、θ：水接触角、γ：表面張力を示している。ここで、純水上に試料溶液
を展開し同じろ紙で同じ深さに沈めた場合、ろ紙が十分に水にぬれていると仮定した場合、水接触角は 90°
を示し、その変数は P とγである。純水時を P0、γ0とした場合、溶液の展開後を P、γとおくと、表面圧
の式は次の様における。
　　　　　　　　　　　π = γ0　– γ = (P0-P)/2(t＋w)　＝ (P0-P)/2w    (w>>t)
ここで P は張力であり計測値である。このようにして表面圧を測定する事ができる。この Wilhelmy 法の等
式は、水面の高さ一定の仮定のもとで行っている為、実験では水面の高さを確実に一定にする必要がある(図
1.13.2)。
　キャリブレーションとは、π-A曲線を測定する場合の補正を行うことである。当研究室のTROUGHは、
表面圧測定に使用する板にはろ紙を用いており、その平断面の周囲の長さがろ紙により異なっている為、
この補正としてキャリブレーションを行う。ステアリン酸の変曲点は経験的に 24 mN/m と分かっているた
め。キャリブレーションを１とした状態で測定したステアリン酸単分子膜の変曲点が 24 mN/m となるよう
にある値で割った。この値をキャリブレーション値である。これを測定装置に代入する事で未知の試料の
表面圧を正確に測定する事ができる。
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                         図 1.13.2　Wilhelmy Plateの力学的バランス.
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1.14　原子間力顕微鏡（AFM : Atomic Force Microscope）
1.14.1　原理とその概要 80-82)
　AFM の基本原理は試料の表面を探針でなぞる事により凹凸を知るという単純な原理に基づく。これを原
子レベルまで拡張したのもが原子間力顕微鏡である。試料の表面を先端の尖った針でなぞって行くと、針
は試料の表面の凹凸に応じて上下する。表面の各点の水平位置を XY 軸として考え、その各点における高
さ方向を Z 軸として三次元のグラフを描くことにより、試料表面と同様の形状のグラフが再現される。こ
のような原理によって AFM 像はイメージングされる。なぞる際には、探針を動かす方法と試料ステージを
動かす方法の２つ方法が可能である。このようにしてなぞることにより探針が上下し、その針が先端付近
に付いた柔らかいレバー（カンチレバー：片持ち梁の意味）が撓む。この撓み量の計測により、試料の高
さ情報を得られる。撓み量の計測にはいくつかの方法があり、STM の探針と導電性レバー間に流れるトン
ネル電流を利用するものが AFM の発明当初が使われていたが、その後、光干渉法や光てこ法が用いられる
ようになった。現在では、デザイン的に最も単純な光てこ法が主流として使われている（図 1.14.1.1）。
　一般に、中性原子間に働く力はLennar-Jones型のポテンシャルで表せ、
                           U(r)=4ε[(σ/r)12-(σ/r)6]
と表される。式中の前項が近距離で働く交換相互作用による斥力、後項が遠距離で働く分散力による引力
を表す。中性原子に働く力は原子距離に依存する。この原理を利用するAFMではカンチレバーの撓み量は、
探針-試料間距離に大きく依存する。LB 膜は一般に力学的に不安定である為に、AFM 観察は、探針-試料間
のできるだけ距離を離した状態（試料表面にあまり圧力がかからない状態）で行う。この時、探針-試料間
に働く力は、主に分散力による引力である。引力領域での AFM 観察は、試料に力を加えないために、試料
を破壊しにくい。しかし、引力は斥力に比べ距離の変化に対して著しい変化をしないため、AFM 観察にお
いては斥力領域での観察の方が高い分解能を示す。
　実際の走査では、上述のように書いたような針もしくは試料ステージを水平方向にだけ走査することに
よりカンチレバーの撓み量をそのまま測定する方法（Constant Height Mode）と、当研究室で行っているよ
うな、走査中、針先端と試料を常に接触させ、カンチレバーの撓みが一定すなわち探針と試料間の原子間
力が一定になるように試料ステージの上下位置を絶えず凹凸によって変化したたわみ量を 0 に戻すように、
フィードバック機能によって圧電素子に電圧を印加して制御し測定する方法（Constant Force Mode）の２つ
がある。前者の Constant Height Mod では試料の凹凸に応じて針・試料間に働く力が異なる。その為、硬い
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試料では問題ないが、柔らかい試料では大きな力で変形してしまい、正確な像を得る事ができない。また、
凹部が凹み過ぎている場合に、探針が外れてしまうことがある。後者の Constant Force Mode では、垂直デ
ータは圧電素子に与えられた制御信号であり、これは試料表面の正確な形状データである。その為、この
モードでは正確な垂直データを得る事が可能である。しかし、熱的ドリフトを無視できる程、走査速度を
高速にすると、フィードバック機能が正確に働かなくなる為、像が得られにくい。さらに、XY 走査により
カンチレバーは撓むことになる。それゆえ、針・試料間に強い吸着がある場合には、高さ情報は正確なも
のでない。また、試料が基板に緩くしか吸着していない場合、試料は針で掃かれてしまう。この弱点を解
決したものが、Tapping Mode（当研究室で使用しているセイコー製の AFM では Dynamic Force Mode とさ
れている）である。このモードではカンチレバーをその共振周波数（付近）で振動させる。一般に励振に
は、カンチレバー付近に設置したピエゾを振動させ、それが液体を振わせる、そして最終的にカンチレバ
ーを振動させる音響法が一般的である。XY 走査中、カンチレバーは上下に振動しているので、横方向の力
がかなり軽減されている。また、針が試料に接触しはじめると、振動しているカンチレバーの振幅が減少
しはじめる。試料がきわめて柔らかくなければ、この減少量は、接触位置から更に押し込んだ距離にほぼ
等しくなる。XY 走査中この振幅が一定になる様に試料ステージの上下位置を調節する。その他の利点で、
カンチレバーの共振周波数付近の狭い帯域のみを計測すればよいことから、ドリフトやノイズ等への強み
がある。また、振動を特徴付ける量は振幅以外に、周波数、位相があり、これらの量も探針・試料間の相
互作用に依存して変化する。この減少を利用して、探針と試料との非接触で引力が働いている状態で走査
する事も可能である。ただし、引力を検出できる非接触領域は狭く、かつ、液中ではダンピングの為にカ
ンチレバーの共振スペクトルは広がっているので、周波数・位相の変化を敏感に検出できない。最近にな
って Q コントロールという方法が導入され、安定な非接触操作が行われはじめている。（走査モード概念図
図 1.14.1.2）
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1.14.2　単分子膜のAFM観察
　AFM は、単純に試料間の原子間力を測定することで形態をオングストロームオーダーの分解能で評価す
るため、大気中のみならず液中でさえもその観察が可能である。また、探針と試料間の原子間力を最小に
することで表面を非接触による観察をすることができる。電子顕微鏡などによる物質の観察は、10-4Pa 以下
の真空中で行なう必要があり、また、強力な電子線を試料に直接照射するために試料に影響がでる場合が
ある。しかし、AFM では、非接触観察で観察するために試料への影響は少ない。このため、AFM は、比
較的生体系などの柔らかな試料を観察するものに用いられることが近年多くなってきている。なかでも、
生体膜モデルとして用いられる単分子膜の観察にAFMが用いられる機会が最近増えてきている。従来、AFM
は、蛍光顕微鏡やブリュースター角顕微鏡などが用いられることが多い。しかし、蛍光顕微鏡は、観察試
料に蛍光物質を添加する必要があるため、正しく、その観察試料を観察しているとはいえない。また、ブ
リュースター角顕微鏡は、その分解能がミクロンオーダーであることが欠点として上げられる。加えてAFM
は、従来間接的にしか得られなかった膜厚などの高さ情報を、原子間力のフィードバック制御を利用して
精確に X、Y 軸のみらなら Z 軸方向の情報を得ることが可能である。このような観点から、単分子膜への
a
b
c
図1.14.1.2　AFM走査モード概念図.
　　(a)　Constant Height Mode
　　(b)　Constant Force Mode
　　(c)　Tapping Mode
　試料ステージの左側の矢印は試料ス
テージの動く方向を示す
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AFMの利用が徐々に広がっている。
　AFM による単分子膜の観察には、先の節でも紹介した Langmuir 法がその観察の基礎として大きく寄与
している。単分子膜は、主に Langmuir 法による水面上の圧縮過程を経て調製される。この単分子膜を固体
基板上に移し取ることにより、調製した単分子膜の表面形態を AFM により観察することが可能である。単
分子膜の移し取りには垂直浸漬法や垂直引き上げ法、水平引き上げ法など様々あるが、マイカなどの親水
性基板を用いて移し取った単分子膜は、親水基側を基板上に、疎水部を大気中に向けて累積している。そ
のためAFM観察では、疎水部の末端を観察していることになり注意が必要である。
　実際に単分子膜を AFM 観察した例としては、
AFM が開発されて２年後の 1988 年には既に紹介
されており、n-(2-aminoethyl)-10,12-tricosadiynamide
の単分子膜の表面形態が観察されたことが報告さ
れている 83)。この報告中には、約 0.5 nm 間隔で分
子が配列している様子が観察されている。時代が
進むにつれ、AFMの完成度が高くなり、近年では、
リグノセリン酸単分子膜の刃状転移 84)が観察されている。こ
れらの結果は、従来の蛍光顕微鏡観察におけるミクロンオー
ダーでの分解能よりも高い分解能であるナノレベルオーダー
での単分子膜形態の観察に成功しており、図 1.14.2.1 に示さ
れるように明瞭にリグノセリン酸単分子膜中の刃状転移が観
察されている。
　また、本研究のような単分子膜へ外部のタンパク質が作用
した系を観察した例としては、Stapylococcal α-hemolysin が
脂質二重膜上で親水基側に六量体のサブユニットを形成した
ものを観察した例がある（図 1.14.2.2）3)。この結果には、一
部のオリゴマー中に欠陥が生じていることも明瞭にとらえて
おり膜上での孔形成の膜タンパク質の観察への有用性が明確
に示されている。
図1.14.2.1　リグノセリン酸単分子膜の刃状転移
図1.14.2.2　脂質二重膜上での
　　　　　α-HLのサブユニットのAFM観察.
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1.14.3　カンチレバーに働く力
　探針と試料間の距離とカンチレバーに働く力には関係が存在する（図 1.7.2.1）。探針と試料間が十分に離
れているとき①カンチレバーには力がかからない。探針が試料表面のコンタミ層（水層）に接触したとき
②水からの引力（吸着力）を受けカンチレバーが試料側に撓む。さらに近づけると③~④試料表面から斥
力を受け、斥力が引力よりもおおきくなったところでカンチレバーが試料と反対方向に撓む。逆に試料と
接触しているカンチレバーを試料から引き離していくと⑤~⑥斥力が弱くなり、最終的に水からの吸着力
のみになりカンチレバーは試料側に撓む。さらにカンチレバーを試料から引き離していくと⑦試料とカン
チレバー間に相互作用がなくなりカンチレバーは自由な状態になる。このようにカンチレバーにかかる力
は、試料表面に存在する水層と試料-探針間にかかる力の合力である。試料表面に存在する水（探針表面に
存在する）による引力は、空気中において 10-7N 程度の大きな力を示すため、試料から受ける引力は見か
け上観察されない。このような水から受ける影響をなくすためには高真空中か水中での観察環境が必要と
される。
　　　　　　　　　　　　　　図 1.14.3.1　フォースカーブ及び模式図
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2 生体膜モデル-(DMPC/Chol)混合単分子膜
2.1.　序論
　生体膜へのコレラ菌溶血毒(VCH)の作用機序を導くことが本研究の主たる目的であるが、その解析には
多くの障壁が存在する。その主たる問題点として生体膜の錯雑さが上げられる。
　生体膜の典型的な形は、Singer や Nicolson により提言されている流動モザイクモデル(fluid mosaic model)
で度々説明されているが、このモデルでは脂質が二分子層構造をとり、この流動性の高い脂質の海にタン
パク質の氷山がモザイク状に点在している形である 1)。このモデルでもタンパク質や脂質や糖などの膜成分
の多種性を考慮すれば十分に複雑なことが予測される。また近年では 1997 年に K. Simon や D.A. Brown ら
により提唱されたラフトモデルの概念の追加がなされ生体膜の構造がより複雑なものであることが実証さ
れてきた 2,3)。当初のラフトの概念はタンパク質が合成された後に発現したタンパク質が任意の部分に的確
に輸送されている理由として検討されていたが、最近ではラフト自身の存在がタンパク質の位置、機能性、
構造など様々な部分において重要な意味を持つことがわかってきている。つまり、凝集性の高い領域であ
るラフトが示す通り、膜の疎密などを含めた膜状態が生体膜においてより重要な意味をもつことが理解さ
れてきている 4)。
　このような複雑な因子により形成される生体膜において、その生体機能との関係を深く探っていく上で
は限界があることが予想できる。そこで、生体膜成分からなりたつシンプルな系を生体膜モデルとして用
いることを本研究では提案している。つまり、単一もしくは２、３の脂質成分から成り立つ細胞膜を形成
させ、この膜との生体機能との関係を検討することでボトムアップ式に複雑な生体の仕組みを探っていこ
うという手法である。
　我々の研究グループでは VCH の作用基盤として Dimyristoylphosphatidylcholine(DMPC)と Cholesterol の二
成分からなる膜を生体膜モデルとして提案している。DMPC 及び Cholesterol は VCH が作用する赤血球膜
を形成している主成分であり、特にコレステロールは動的な振舞い及びドメイン構造の形成において強い
影響を持っていることが知られている。例えば、相転移点以上ではアシル基の領域の流動性を下げ、相転
移点以下では、逆に流動性を高める効果があることが報告されている。また、VCH の作用には Choelsterol
が深く関わっており、Cholesterolのない系ではVCHが殆ど作用しないことが報告されている 5)。
　タンパク質を作用させる生体膜モデルとして作用させる膜には従来はリポソームや平面二重膜法などが
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主に使用されているが、近年の手法の一つとして単分子膜を生体膜モデルとして使用する方法が提案され
ている。McConell を始めとして脂質/コレステロールの単分子膜系は古くから生体膜系のモデルになりうる
と検討されてきている 6-10)。
　これはフリップフロップが平行拡散と比較するとほとんど無視できるほどに小さいために熱力学的にほ
ぼ単分子膜として検討することができる為である。単分子膜を生体膜モデルの長所としては、単位面積当
たりの分子数を任意に制御できる為に分子占有面積を自由に設定することができ、また、組成比などを設
定することも可能である。さらに表面圧等の物理的にパラメーターや、下相水の塩濃度、pH など化学的な
パラメーターも自由に設定することが可能である。
　従来、このような生体膜モデルとして扱われる単分子膜は、蛍光顕微鏡などで検討されることが多かっ
たが、内部に蛍光物質をドーブする必要があり真のヘテロ構造を観察しているとはいいがたい、またブリ
ュースター角顕微鏡なども使われているが、分解能がサブマイクロオーダーに制限され、電子顕微鏡など
では観察試料を真空中におく必要があるなどかなり厳しい観察条件が求められる。そこで、本研究では原
子間力顕微鏡を提案している。原子間力顕微鏡は、試料を鋭い探針でなぞることによりその凹凸を原子間
力の物理量として観察する装置である。これまでに M. Egger らの結果からも示されているように、生体系
に対する効果的な観察も認められている 11)。さらにその分解能がナノメートルオーダーの高分解能である
ことなど多くの長所を持っている。
　本章では、DMPC と Cholestrol からなる単分子膜を原子間力顕微鏡を用いて検討することで、生体膜モ
デルとしての有用性やまた圧力に対する形態変化を検討することで、VCH 作用前の膜状態を認知すること
を目的としている。
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2.2　実験
2. 2.1　溶液調製
　Cholesterol (SIGMA)およびDimyristoylphophatidylcholine,DMPC (AVANT POLAR LIPIDDS)をモル比100/0、
70/30、 80/20 で秤量し、クロロホルム（片山化学（株）、純度 99.9 %）により 10 ml の混合溶液を調製し
た。溶液濃度はそれぞれ 1.0×10-3 mol/l であった。その際、溶解性を高める為に 30 分間の超音波処理を行
い、8 時間放置した。放置時、メスフラスコにはアルミホイルを巻き遮光をおこなった。溶液は単分子膜
調製前に 15 分間再度超音波処理をおこなった。
2. 2. 2　表面圧（π）-表面積（A）測定
　　水相温度 296 K(室温も同一温度)の純水上に、[2.2.1]にて調製したクロロホルム溶液を展開した。十分
に溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水
槽寸法　幅 560 mm×奥行 150 mm×深さ 5 mm)を用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリヤー速
度 0.16 mm/sec）で水面上の単分子膜を圧縮し表面圧(π)-表面積(A)等温線を測定した。
2. 2. 3　AFM観察試料調製
　水相温度 296 K(室温も同一温度)の純水上に、[2.2.1]にて調製したクロロホルム溶液を展開した。十分に
溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 560 mm×奥行 150 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリヤー速度 0.16
mm/sec）で 0, 1, 3, 6, 9, 14, 25 mN/mまで、それぞれ圧縮した（この表面圧は蛍光顕微鏡の検討から決定して
いる）。LB 膜累積装置(USI 製、FSD-20)を用い、溶液展開前にあらかじめ沈めておいた劈開直後のマイカ基
板を水平引き上げ法により 1mm/sec の速度で引き上げ、基板板上に一層累積を行った（一層であることは
累積比により確認した）。その後 293 Kに保持し乾燥させAFM観察試料とした。
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2. 2. 4　AFM観察
　室温 296 K、湿度 60 %の条件下、 [2. 2. 3]で調製した(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の AFM 観察を、
SPA300をSPI3700制御ステーション(Seiko Instruments Industry, Co., Japan)で制御し、Constant Force モードで
行った。得られた像は、全て Auto　Linearize 処理を行い、必要に応じて FLAT-AUTO 処理を施した。ピエ
ゾ圧電素子に由来する周期的な歪みは FFT（高速フーリエ変換）処理により除去した。カンチレバーは窒
化ケイ素の探針を持つトライアングル型のバネ定数 0.02 と 0.09 N/m ものを用いた。形態観察時の Pull Off
Force と Applied Force は引力領域である。Applied Force は試料への影響ができるだけ最小になるように最大
引力にて走査をおこなった。膜厚測定は、constant force モードでカンチレバーにより膜へ強い斥力かけて
数回走査することにより膜表面から基板までの高さの孔をあけ、この膜孔の高さを最大引力による走査を
行い測定し膜厚とした。
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2.3 結果と考察
　図 2.1は、296 KでのDMPC単分子膜のπ-A等温線を示している。圧縮に伴い、表面積 0.95 nm2/molecule
よりなだらかに表面圧が上昇している。崩壊圧は、45 mN/m であり、プラトー領域や変曲点は観測されな
かった。比較的大きい表面積で表面圧の立ち上がり点があること、表面圧の上昇が穏やかであること、20~40
mN/m の高表面圧領域でのπ-A 曲線を表面圧 0 mN/m に外挿した極限面積が約 0.7 nm2/molecule と大きいこ
とから、この単分子膜は、凝集性が低く膨張膜であることが示唆される。また、他研究者の結果と比較し
た時、その立ち上がり点と形態が一致しており、本研究のπ-A 曲線は信頼できるものであると考えられる
12)。
　図 2. 2 は 296K での Cholesterol 単分子膜のπ-A 等温線を示している。圧縮にともない、表面積 0.4
nm2/molecule 付近で表面圧が急激に上昇している。また、20~40 mN/m の高表面圧領域でのπ-A 曲線を表面
圧 0 mN/m に外挿した極限面積が約 0.4 nm2/molecule と立ち上がり点の表面積と変わらないことから、コレ
ステロール単分子膜は凝集性が高く固体膜であることが示唆される。また、他研究者の結果と比較したと
き、その立ち上がり点や崩壊までの形態が一致していることから十分に信頼できる結果がえられたものと
考えられる 13)。
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　　図 2.1　DMPCのπ-A等温線.　　　　　　　図 2. 2　Cholesterolのπ-A等温線.
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　図 2. 3は、296 Kで 3 mN/m（左図）と 14 mN/m（右図）に累積したDMPC単分子膜の走査面積 20 ×20 µm2
での AFM 像である。表面圧 3 mN/m での表面圧の膜形態は、数カ所の三次元凝集体が存在する以外はほぼ
均一であった。表面圧 14 mN/m での膜形態も同様に、数カ所の三次元凝集体が存在する以外はほぼ均一で
あった。穴開け操作より評価された膜厚は 3 mN/m累積膜が 0.80±0.06 nm、14 mN/mが 1.02±0.16 nmであ
った。DMPC 単一系単分子膜の膜厚はその伸びきり鎖(2.85 nm)に比べてかなり低く見積もられている。3
及び 14 mN/m での表面積は各 0々.83 及び 0.65 nm2/molecule であり、これらの値は、２本のアルキル鎖断面
積の約２倍である。このことから DMPC 分子はアルキル鎖中のゴーシュ分率が高い状態で存在していると
考えられる。そのため、表面圧の増加とともに膜厚は増加すると評価されたが、これは、圧縮によりDMPC
分子のアルキル鎖コンホメーションがゴーシュ型からトランス型に変化するとともに、DMPC 分子が伸び
きり鎖状態近づくと考えられる。
　図 2.4は、296 Kで 3 mN/m（左図）と 14 mN/m（右図）に累積したCholesterol単分子膜の走査面積 20 µm
×20 µm の AFM 像である。表面圧 3 mN/m での膜形態は、一部に三次元凝集体と考えられる高い領域が観
察される以外はほぼ均一な形態を示していた。表面圧 14 mN/m での膜形態も同様に三次元凝集体と考えら
れる高い領域が観察される以外はほぼ均一な形態を示していた。穴開け操作より見積もられた膜厚は 3
mN/m で 1.70±0.18 nm、14 mN/m で 1.68 ±0.13 nm であった。低表面圧の方が高く見積もられているが、
π-A 等温線からそれぞれの表面圧での単分子膜の状態はほとんど変わらないと予測され、また差も標準偏
差内に収まるので評価された膜厚は妥当であると考えられる。
　コレステロール単一系単分子膜の膜厚はその伸びきり鎖(1.72 nm)と比較するとほぼ一致していることが
わかる。これは構造とπ-A 曲線からも確認されるように、凝集性が高く、ほぼ伸びきって隣接するコレス
テロールと供に垂直に水面上に存在していることを示している。
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図 2. 3　DMPCのAFM像（左図 3 mN/m　右図 14 mN/m）.
　　　
図 2. 4　CholesterolのAFM像（左図 3 mN/m　右図 14 mN/m）.
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　図 2.5 は、(DMPC/Chol)(70/30)混合単分子膜のπ-A 等温線である。圧縮に伴いπ-A 曲線は、表面積 0.68
nm2/molecule より、なだらかに上昇しプラトーや変曲点等は観察されなかった。立ち上がり点の表面積が
DMPC 単分子膜で 0.95 nm2/molecule、Cholesterol 単分子膜の場合が 0.4 nm2/molecule と先に見積もられてい
る値と比較すると、混合単分子膜のモル比 70:30 では、立ち上がり点の表面積が非相溶とかんがえた場合
の結果に比べ小さくなっており、DMPC/Cholesterol 混合単分子膜は相溶性の単分子膜であることが評価さ
れた。また、表面積が低表面側にシフトしていることから、コレステロールを混合することで DMPC の凝
集性が高められていることが示唆された。さらに、各表面圧での膜形態の変化について検討するためにπ-
A等温線中に記載しているアルファベットの示す表面圧で累積を行ないその表面形態の検討を行った。
図 2.5　296 Kの(DMPC/Chol)(70/30)混合単分子膜のπ-A等温線.
（それぞれのアルファベットに対応するAFM像を図 2.2に示している）
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　図 2.6は、0、 1、 3、 6、 9、 14 mN/mの表面圧で累積した(DMPC/Chol)混合単分子膜の 20 µm× 20 µm
の AFM 像を示している。0 mN/m では最大で直径が 4 µm の不定形なドメイン、100 nm 程度の小さなドメ
イン及びマトリックスからなる海島構造が観察された。これらのドメイン及びマトリックスは蛍光顕微鏡
に基づきCholesterolリッチ相及びDMPCリッチ相であることが帰属されている。1 mN/mの表面圧では、4 µm
の円形ドメインに不定形のドメインが変化していることが観察された。また、直径 0.5 µm の空隙が平滑な
ドメイン中に出現している。3 mN/m では、空隙とその数が円形ドメイン中に増加している。6 mN/m では
ドメインは分散し、 9 mN/mでは直径が 200 nm程度のマーブル模様に変化している。しかし、14 mN/mで
は 20 µm×20 µm の視野ではそのマーブル模様を示すドメインとマトリックスのコントラストがなくなり均
一な形態を示していた。これらの AFM 像から得られた表面圧に対する形態の変化は、理論計算及び蛍光顕
微鏡と定性的に一致していた。これらの研究によれば水面上の(DMPC/Chol)混合単分子膜は、高表面圧で混
合が促進されるUCSP(upper critical solution pressure)系であることが示されている14-16)。それ故、3から14 mN/m
へのマトリックス中へのドメインの溶融と分散は、Cholesterol リッチ相と DMPC リッチ相間の相溶を示唆
している。0 から 1 mN/m での不定形から円形へのドメイン形状の変化は、DMPC/Chol 二重混合の理論に
基づいた模式的な相図（模式図 1）から次のように説明できる。これまでの研究結果から(DMPC/Chol)混合
単分子膜の臨界濃度は(73/27)にということが示されており、臨界濃度での表面圧の増加ではストライプ相
のみが出現する。一方、本研究でのモル比は(70/30)であり臨界濃度からはずれている。このため、
(DMPC/Chol)の溶融点付近では、単一相になる前に、ストライプとヘキサゴナル相が、表面圧の増加にした
がい段階的に出現してくる。それ故、不定形な構造と円形の構造は、ストライプ構造とヘキサ後なる構造
にそれぞれ対応しているのではないかと考えられる。ヘキサゴナル相において円形かするのは圧縮の伴う
等法的な圧力によるものと考えられる。ストライプ相中の不定形な形態は、崩壊と結合の中間的な熱振動
によるものでないかと考えられる。
　　　
模式図 1　DMPCとphospholipid混合単分子膜の相図 14).
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図 2.6　異なる表面圧で累積した(DMPC/Chol)(70/30)混合単分子膜のAFM像.
(a)0 mN/m (b)1 mN/m (c)3 mN/m (d)6 mN/m (e) 9 mN/m (f) 14 mN/m
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　図 2.7 は、3 mN/m の(DMPC/Chol)混合単分子膜のドメイン部分及びマトリックス部分の 1 µm×1 µm の
分解能での拡大像を示している。ドメイン部分を拡大した AFM 像中には、ドメイン部分中にも高い領域と
低い領域が観察されている。またマトリックス領域部分の拡大像中にも高低差がある。それぞれの高低差
の割合がドメイン部分の方が高い部分が多いことがわかる。蛍光顕微鏡の結果から、ドメイン領域及びマ
トリック領域はそれぞれ Chol リッチ相及び DMPC リッチ相であることが帰属されているため。ドメイン
及びマトリックの内部の分子状態にについて次のような考察を行った。
　Cholesterol には DMPC の凝集性を高める効果がある。それゆえ、Chol リッチ相にある DMPC のアルキ
ル鎖はゴーシュ型に比べトランス型が多い伸びた構造をとったものが多いと考えられる。一方 DMPC リッ
チ相にある DMPC リッチ相にある DMPC は Chol の凝集効果をあまり受けていないために DMPC アルキル
鎖のコンホメーションがゴーシュ型を多く含むものから構成されているものと考えられる。つまり、コレ
ステロールの分子密度によりアルキル鎖コンホメーションに違いを与え、高低差を生じることでドメイン
及びマトリックスを形成しているのではないかと考察される。ドメイン、マトリックスを構成する分子凝
集状態の模式図を図 2.8に示す。
図2. 7　3 mN/mの(DMPC/Chol)(70/30)混合単分子膜の
　　ドメイン部分及びマトリックス部分の拡大像.
マイカ基 板
ドメイン 領域 マトリッ クス領域
アルキル 鎖のコンホメ ーション
がトラン ス型を多く含 むDMPC分子
アルキル 鎖のコンホメ ーション
がゴーシ ュ型を多く含 むDMP C分子
コレステ ロール分子
高低差
図2.8 (DMPC/Chol)混合単分子膜の分子状態模式図.
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　図 2.9 は、(DMPC/Cholesterol)(70/30)混合単分子膜の圧力に依存したドメイン及びマトリックス領域の膜
厚のグラフを示している。マトリックス領域では、圧力の増加に伴い膜厚の平均値は 0.8 nm から 1.2　nm
に増加していくことが確認された。これは分子占有面積の減少に伴い DMPC のアルキル鎖コンホメーショ
ンとその配向が秩序化されていくためであると考えられる。一方、ドメイン領域中においては、0 mN/m で
は 1.8 nm の最大の膜厚をとっているにも関わらず、3 mN/m では最小の 1.4 nm の膜厚に激減していた。そ
の後表面圧の増加に従い徐々に膜厚が増加している。これは、Chol が周辺の DMPC のアルキル鎖のコンホ
メーションを秩序化することに起因していると考えられる。また、Chol リッチ相のドメインが、Chol アン
リッチ相のマトリックよりも膜厚が薄くなると考えている。本系は UCSP 系の相挙動であると考えられる
ことから、0 から 3 mN/m の間では圧力の増加によりドメイン部分の Chol の分率が減少するために、膜厚
が減少しているのではないかと考察される。なお、3 mN/m 以上ではマトリックス領域と同様の理由により
アルキル鎖のコンホメーションが秩序化され膜厚の増加に転じていると考えられる。
図 2. 9 (DMPC/Chol)(70/30)混合単分子膜の
　　　　　　　　　　ドメイン及びマトリック部分の膜厚の表面圧依存性.
57
図 2.10は、図 2. 6(f)の 14  mN/mの(DMPC/Cholesterol)(70/30)混合単分子膜の 1 µm×1 µm視野のAFM像を
示している。図 2.6 (f)中では、一部の三次元凝集体以外は均一で平滑な面を示しており、この結果はこれま
での蛍光顕微鏡観察の結果や理論的な計算結果と一致していた。図 2.10中の拡大した視野中には、1.2 と 1.6
nm の膜厚がある部分が観察された。このような、これまでの蛍光顕微鏡の結果と異なる結果が、次に示す
モル分率の(80/20)の異なる条件下においても発現していた。
　図2.11は、25 mN/mの(DMPC/Chol)(80/20)混合単分子膜の1 µm×1 µm視野のAFM像を示している。20 µm
× 20 µm の AFM 像ではやはり同様に均一な形態を示していたが、図 2. 11 では不均一なナノ相分離構造が
観察されている。図 2.10 及び図 2.11 の結果は、単分子膜中の分子が、相図中の混合状態の条件下ではまだ
ナノレベルでは完全には混合していないことを示している。熱力学的な相分離と相溶は、多くの分子のマ
クロスコピックな相現象を表している。それ故、比較的分子数が少なく観察している場合、これまでの蛍
光顕微鏡などでは、相分離しているように評価されてきていたのではないかと考えられる。いずれにしろ、
ナノ相分離構造の形成の原因は、現時点では明らかでなく、その解明にはさらなる検討が必要であると考
えられる。
　
図 2. 10　14 mN/mの(DMPC/Chol)(70/30)混合単分子膜の
　　　　　　　　　　　　　1 µm×1 µm視野のAFM像.
　
図 2.11　25 mN/mの(DMPC/Chol)(80/20)混合単分子膜の
　　　　　　　　      　1 µm×1 µm視野のAFM像.
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2.3.　結論
　(DMPC/Cholesterol)(70/30)混合単分子膜は、低表面圧において USCP タイプの相分離挙動に基づき、スト
ライプ型の相分離形態からヘキサゴナル型の相分離挙動に段階的に変化していくことが明らかになった。
また、圧縮により DMPC のアルキル鎖コンホメーションのゴーシュ型からトランス形へのコンホメーショ
ンの変化が促された。DMPC と Cholesterol により形成される単分子膜は、圧縮により形態学的に均一にな
っているように観察されていても、ナノレベルでの高分解能での観察では相分離していることが観察され
た（模式図 2）。
模式図2　圧縮過程による(DMPC/Cholesterol)(70/30)混合単分子膜の形態変化.
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第三章
(DMPC/Chol)混合単分子膜の静的粘弾性挙動
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3.　生体膜モデルの静的粘弾性挙動
3.1.　序論
　単分子膜を、生体膜モデルとして用いて生体機能を探求していくことは、簡易的に作用の本質を見抜く
手法の一つであると考えられる。しかし、単純に単分子膜を用いた生体膜モデルが生体膜と同様であると
は言いがたい。その違いの一つとして膜形成の機序が大きく異なることが上げられる。生体膜を作る両親
媒性分子は自発的にその要求される位置や状態に凝集し膜形成を行なう。一方、単分子膜による生体膜モ
デルは、有機溶媒中に溶かした両親媒性分子を水面上に展開し、これを側部からの圧力により圧縮するこ
とで任意の膜を形成させている。一般に単分子膜を形成させる場合、この圧縮は、極めてゆっくりとした
速度で行なわれることが求められ、常に膜を準安定的に平衡状態に保つように操作される。しかしながら、
十分に準安定性を求める場合限りなくゆっくりとした圧縮速度で圧縮を行なわなければならない。もし圧
縮速度よりもその圧力の平衡状態に達するまでの時間が長い場合、膜は圧縮とともに徐々に平衡状態比較
すると歪んだ状態で形成される。この歪みは相分離構造の出現や膜中の局所的な疎密化など様々な形で膜
中に現れ、生体膜と生体膜モデルとの間に大きな差異を生じる可能性がある。
　本研究で扱っている(DMPC/Chol)混合単分子膜モデルにおいても、２章において低表面圧でマイクロメー
トルオーダーの相分離構造が観察されているが、この膜形態が準安定状態により形成されたものであるか
は、これまで蛍光顕微鏡を含め観察されていない例えば１、２）。VCH を作用させる場合、その作用時間内に膜
自体が変化してしまうと VCH の作用と競争してしまうために、その作用が明確に検討ができないため圧縮
後の膜の形態の変化を詳細に検討しておく必要があると考えられる。
　本章では、任意表面圧に達した (DMPC/Chol)(70/30)混合単分子膜の表面圧を保持した状態で経時的な膜
形態の変化について検討を行なった。
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3. 2　実験
3. 2. 1　溶液調製
　Cholesterol (SIGMA)および Dimyristoylphophatidylcholine,DMPC (AVANT POLAR LIPIDDS)をモル比 70/30
で秤量し、クロロホルム（片山化学（株）、純度 99.9 %）により 10 ml の混合溶液を調製した。溶液濃度は
それぞれ 1.0×10-3 mol/l であった。その際、溶解性を高める為に 30 分間の超音波処理を行い、8 時間放置
した。放置時、メスフラスコにはアルミホイルを巻き遮光をおこなった。溶液は単分子膜調製前に 15 分
間再度超音波処理をおこなった。
3. 2. 2　LB等温線測定
　水相温度 293 K(室温も同一温度)の純水上に、[3.2.1]にて調製したクロロホルム溶液を展開した。十分に
溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)注１)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリヤー速度
0.066 mm/sec）で 3, 6, 9, 14, 18, 21, 30 mN/mまで、それぞれ圧縮した。任意の表面圧まで達した後、表面圧
を一定に保持しながら時間に対する面積変化(LB等温線)を測定した。
3. 2. 3.　AFM観察試料調製
　水相温度 293 K(室温も同一温度)の純水上に、[3.2.1]にて調製したクロロホルム溶液を展開した。十分に
溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリヤー速度 0.066
mm/sec）で0, 3 mN/mまで、それぞれ圧縮した。任意の表面圧まで達した後表面圧を保持し0, 240, 360, 720 min
後に LB 膜累積装置(USI 製、 FSD-20)を用いて、溶液展開前に予め沈めておいた劈開直後のマイカ基板を
水平引き上げ法により 1 mm/min の速度で引き上げ基板板上に一層累積を行った（一層であることは累積
比により確認した）。その後 293 Kに保持し乾燥させAFM観察試料とした。
2. 2. 4　AFM観察
　室温 296 K、湿度 60 %の条件下、 [3. 2. 3]で調製した(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の AFM 観察を、
SPA300をSPI3700制御ステーション(Seiko Instruments Industry, Co., Japan)で制御し、Constant Force モードで
行った。得られた像は、全て Auto　Linearize 処理を行い、必要に応じて FLAT-AUTO 処理を施した。ピエ
63
ゾ圧電素子に由来する周期的な歪みは FFT（高速フーリエ変換）処理により除去した。カンチレバーは窒
化ケイ素の探針を持つトライアングル型のバネ定数 0.02 と 0.09 N/m ものを用いた。形態観察時の Pull Off
Force と Applied Force は引力領域である。Applied Force は試料への影響を最小に抑えるために最大引力に設
定した。
(注 1)
　本実験で用いている TROUGH は一般に使われている TROUGH（水相寸法　幅 560 mm×奥行 150 mm
×　深さ　5 mm）と比較すると小型のものを用いて検討を行った。これは、今後の単分子膜に対して水相
中に毒素を注入して水相から毒素を作用させる場合、その注入に必要な毒素の調製が極めて難しいため、
毒素使用量を抑える必要が生じた為である。
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3.3　結果と考察
　図 3.1 は、3 mN/m まで圧縮後、その後一定表面圧で保持した(DMPC/Chol)(70/30)混合単分子膜の時間に
対する面積変化を示したグラフである。圧縮直後から 8000 秒まで膜の面積減少が起き、その後一定の表面
積を保持している。圧縮直後から 8000 秒までの膜面積の減少は、圧縮直後の膜中に存在する空隙を分子緩
和により充填されていく過程により出現していると考察される。また、20000 秒付近の微小な膜面積の減
少は、水の蒸発に起因していると考えられる 3)。
0.5
0.6
0.7
0                 1                 2                 3                4
Time ( X 104 sec)
Su
rfa
ce
 a
re
a 
(n
m
2 / m
ol
ec
ul
e)
T  = 293±0.5 KSP
Pressure Variation= 3±0.4 mN/m
Su
rfa
ce
 A
re
a 
( n
m
2 /m
ol
ec
ul
e)
図 3. 1　3 mN/mに保持した(DMPC/Chol)混合単分子膜の経時的な面積変化.
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　図 3.2は、3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜の経時的な形態変化を 20 µm×20 µmの視野でAFM観察
した結果を示している。圧縮直後の膜は、5 µm 程度の大きな円形ドメイン及び 200 nm 小さなドメイン及
びマトリックス相からなる海島構造を取っていることが観察された。240 min 後の AFM 像中ではこの小さ
なドメインは消失し、大きな円形ドメインのみになっている。また、ドメインサイズも圧縮直後よりも 1 µm
程度直径が大きくなっていることが観察された。さらに、ドメインとマトリックの境界面がはっきりとし
た線状からお互いに相溶している形状に変化している。360 min 後の膜形態では、膜は全体的に平滑になっ
ており、50 nm 程度の空隙からなるマーブル模様の膜形態を示していた。720 min では、膜面は完全に均一
で平滑な形態を示しており相分離形態は観察されなかった。圧縮直後から 240 min までは、小さなドメイ
ンが消失し大きな円形ドメインの成長が確認されることから、小さなドメインが大きなドメイン中に吸収
されて大きなドメインが成長していることからオストワルド成長が起こっていることが示唆される。240
から 720min にかけては、逆に圧縮に伴い相溶が進行していく USCP 系の変化と類似する膜の分散と相溶が
進行している。膜の形態が一定表面圧下において変化していくことは、圧縮直後の膜が準安定ではなく、
非平衡状態にあることを示唆している。
図 3. 2.　3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜の経時的な 20 µm×20 µm視野での表面形態変化.
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図 3. 3 は、3 mN/m の(DMPC/Chol)混合単分子膜の経時的な変化を 1µm×1 µm の高分解の視野でドメイン
部分及びマトリックス領域を拡大したものである。0 min 後つまり圧縮直後のドメイン部分は小さなドメイ
ンが多数存在し、逆にマトリックス部分にはほとんど小さなドメインは存在しない、240 min 後のドメイン
およびマトリックス中では 0 min のときにドメイン領域を形成していた小さなドメインがさらに細分化し
ていることが観察された。また、マトリックス領域にはドメイン領域にあるような数 nm 程度の小さなド
メインが多数出現していたい。720 min ではドメインとマトリックの不均一な形態は存在しておらずほぼ均
一な形態が観察された。つまりドメイン部分を構成する小さな高い領域が細分化し、一方マトリック領域
からは小さなドメインが出現し、両方が成長していくことで最終的に均一な形態を示していることが確認
された。
　　 図 3. 3　3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜の
             経時的な 20µm×20 µm及び 1 µm×1 µm視野での表面形態変化.
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 相溶の進行により膜が平滑化していくことから 3 mN/m の(DMPC/Chol)混合単分子膜の平衡状態時の膜形
態は均一相であることが伺える。圧縮直後のドメインおよびマトリックの出現理由はいくつか考えられる
１)展開溶媒を膜面に展開すると一時的に Chol リッチ相と DMPC リッチ相への相分離がおこっている。2)
圧縮に従い局所的圧力過剰領域ができ、その結果、相分離が発生しこれが核になりオストワルド成長によ
って相分離形態が作られる。もしくは 1 と 2 の両方の過程を含むなどが検討される。まず２章の図 2.6 に
示されるように 1 から 3 mN/m にかけては小さなドメインの数が増加していることが見て取れる、つまり
少なくとも(2)の現象は生じていることが考えられる。これらの考察の模式図を図 3.4に示す。
DMPC Cholesterol
DMPC and cholesterol mixtures
   with a molar fraction of  70/30
① ②
圧縮直後から相分離 局所的な圧力により
コンホメーション変化
図 3.4　相分離の出現過程の模式図.
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そこで 0 mN/m においても膜の均一化が起きるかどうかを検討することで、膜の圧力がかかる前つまり
オストワルド成長や核の出現が考えられない前にドメインが出現するかどうか、また出現した場合長時間
表面圧を保持した後に膜形態を見た場合はどう変化するかを検討した。図 3.5 は、0 mN/m の(DMPC/Chol)
混合単分子膜の圧縮後0 minと200 min後に累積した場合の表面形態の変化を示している。0 mN/mでは4 µm
の不定形なドメイン及びマトリックス領域からなる海島構造が観察された。つまり、表面圧がない状態で
相分離形態が出現していることが確認できた。一方、200 min 表面圧を保持した膜の形態は均一であった。
このことはドメインとマトリックスの相溶が起き 0 mN/m でも平衡状態にないことを示している。圧力が
増加する前の展開後に相分離が発現していることは、完全に溶けている状態である溶媒中に存在している
場合を相分離していないものと考えるならば、展開後に相分離が発現していると考えられる。つまり、考
察における①の過程に則して出現しているものと考えられる。おそらく、展開のさいに溶媒が急激に蒸発
する際に融点温度の違いにより Chol と DMPC に部分的に密度差を作ってしまうために生じているのでは
ないかと考察される。
図 3. 5　0 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜の表面形態の表面圧保持時間依存性.
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3.3 結論
　低表面圧において出現していた相分離形態は、(DMPC/Chol)混合単分子膜においては、平衡状態でないこ
とが明らかになった。平衡状態は長時間の待ち時間の結果、均一相に収束することが明らかになった。ま
た、0 mN/m において相分離形態が出現していたことから、展開直後に相分離形態は出現していることが示
唆された。
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第四章
VCH水溶液上での(DMPC/Chol)混合単分子膜の形態
-VCH作用と膜形成との競争条件下での検討-
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4. VCH作用と膜形成の協奏観察
4.1.　序論
　VCH の作用を検討する上で、本研究で提案している(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の生体膜モデルに
VCH の作用が起きるかどうかについては、未だ明らかにされていない。これまでにリポソームを用いた系
において VCH の作用が起こることは確認されているが 1,2,3)、単分子膜という気-液界面という特殊な場にお
いて VCH がバインディングするのかどうかについてはこれまで検討されていない。また、膜と相互作用す
るために必要な量のVCH濃度の検討も行われる必要がある。
　本章では、VCH を混入した水相上に(DMPC/Cholesterol)の混合溶液を展開して単分子膜を形成させ、π-
A等温線とAFM観察に基づき、VCHと(DMPC/Chol)混合単分子膜の相互作用の検討を行った。
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4.2　実験
4. 2. 1　溶液調製
　Cholesterol (SIGMA)および Dimyristoylphophatidylcholine,DMPC (AVANT POLAR LIPIDDS)をモル比 70/30
で秤量し、クロロホルム（片山化学（株）、純度 99.9 %）により 10 ml の混合溶液を調製した。溶液濃度は
それぞれ 1.0×10-3 mol/l であった。その際、溶解性を高める為に 30 分間の超音波処理を行い、8 時間放置
した。放置時、メスフラスコにはアルミホイルを巻き遮光をおこなった。溶液は単分子膜調製前に 15 分
間再度超音波処理をおこなった。
4.2. 2.　VCH水溶液調製
　pH8 で 10 mM の Tris-HCl 水溶液(和光純薬工業)を 500 mL 調製した。VCH 水溶液の原液に含まれるアグ
リゲート阻害剤及び防腐剤を除去する為に、微量透析器を Tris-HCl 水溶液上にうかせ透析を行なった。
Tris-HCl水溶液は回転数 50 rpmで撹拌し、1 hごとに新しい水溶液へ取り替えを行なった。透析は、TROUGH
関連の実験の直前にすることで毒素の分解、変性の影響を極力抑えるように務めた。透析の終わった VCH
水溶液は任意の濃度の水溶液に調製を行なった。
4.2.3　表面圧（π）-表面積(A)測定
水相温度 293 K(室温も同一温度)の濃度が異なる VCH 水溶液上に、[4.2.1]にて調製したクロロホルム溶液を
展開した。十分に溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30分放置後、単分子膜調製装置(USI製、
FSD-300、水槽寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)注１)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バ
リヤー速度 0.066 mm/sec）で圧縮した。
4.2.4　AFM観察試料調製
水相温度 293 K(室温も同一温度)の濃度の異なる VCH 水溶液上に、[4.2.1]にて調製したクロロホルム溶液を
展開した。十分に溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30分放置後、単分子膜調製装置(USI製、
FSD-300、水槽寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バ
リヤー速度 0.066 mm/sec）で 3, 6, 14 mN/m まで、それぞれ圧縮した。任意の表面圧まで達した後に、LB
膜累積装置(USI 製、 FSD-20)を用いて、溶液展開前に予め沈めておいた劈開直後のマイカ基板を水平引き
上げ法により 1 mm/min の速度で引き上げ基板板上に一層累積を行った（一層であることは累積比により
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確認した）。その後 293 Kに保持し乾燥させAFM観察試料とした。
4. 2. 5　AFM観察
　室温 296 K、湿度 60 %の条件下、 [4. 2. 3]で調製した(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の AFM 観察を、
SPA300をSPI3700制御ステーション(Seiko Instruments Industry, Co., Japan)で制御し、Constant Force モードで
行った。得られた像は、全て Auto　Linearize 処理を行い、必要に応じて FLAT-AUTO 処理を施した。ピエ
ゾ圧電素子に由来する周期的な歪みは FFT（高速フーリエ変換）処理により除去した。カンチレバーは窒
化ケイ素の探針を持つトライアングル型のバネ定数 0.02 と 0.09 N/m ものを用いた。形態観察時の Pull Off
Force と Applied Force は引力領域である。Applied Force は膜への影響ができるだけ少なくなるような最大引
力に設定を行なった。
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4.3 結果と考察
　図 4.1 は、異なる濃度の VCH 水溶液上で調製した(DMPC/Chol)混合単分子膜の表面圧（π）-表面積(A)
等温線を示している。0 µg/ml のπ-A 曲線は純水上の場合を示している。濃度の増加に従い立ち上がり点が
高表面積側にシフトしていることから、膜と VCH が何らかの作用を起こし膜状態が変化をし、またその濃
度により膜状態の変化が度合いが異なることが評価される。圧縮に伴いなだらかに表面圧が上昇し全ての
膜の崩壊圧は 45-50 mN/m で崩壊している。π-A 曲線中にプラトー領域や変曲点は観察されないことから
も全ての膜が膨張膜であることを示している。0.86 µg/mL と 0.55 µg/mL の立ち上がり点が近似しているこ
とから 0.55 µg/mL の濃度が飽和濃度に近いと考えられる。そこで、0.55 µg/mL の VCH 水溶液の場合と純
水の場合の表面形態のAFM像を比較した。
0
10
20
30
40
50
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4
Area (nm2/molecule)
Pr
es
su
re
 (m
N/
m
)
0.88 µg/ml
0.55
0.28
0
µg/ml
µg/ml
µg/ml
 
図 4.1　異なる濃度のVCH水溶液上での(DMPC/Chol)混合単分子膜のπ-A曲線.
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　図 4.2は、純水上及びVCH水溶液上での 3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜の表面形態を示している。
中央に 20 µm×20 µmの視野とそれぞれ部分の領域の 1 µm×1 µm視野に拡大した AFM像をそれぞれ示し
ている。純水上の 20 µm × 20 µmのAFM像中には、直径が 5 µmの大きな円形ドメイン及び、200 nmの
小さなドメイン及びマトリックス領域からなる海島構造を示している。蛍光顕微鏡の結果に基づき、ドメ
イン及びマトリックス領域は、コレステロールリッチ相及び DMPC リッチ相に帰属されている 4-8)。ドメイ
ン部分を拡大した 1 µm× 1µm の AFM 像中には小さなドメインが多数存在し、逆にマトリックス領域の拡
大像には小さなドメインの密度が低いことが観察される。従って、Chol リッチ相であるとかんがえられる
ドメイン部分がよりあつまっている部分ほど DMPC アルキル鎖コンホメーションが伸びやすい環境下にあ
るため、マトリックスとの高低差のある円形ドメインの形成が確認されたのではないかと考えられる。加
えてドメインが円形化しているのは、ドメインが周囲とのラインテンションが働くことにより、エネルギ
－的に最安定化つまりは、もっとも界面が少なくなるように変形するために、円形化が促進されたもので
あると考えられる 9,10)。
　一方、VCH 水溶液上では、20µm×20 µm の視野において不定形なマイクロメートルオーダーのドメイン
及びマトリックス領域の海島構造が観察された。ドメイン部分の 1 µm×1 µm の拡大した像中には膨張した
ドメインが観察された。一方、マトリックス中には純水上では観察されなかったドット状の物質が観察さ
れた。このドット状の物質を明らかにする為に、様々な表面圧及びVCH濃度で再度検討を行った。
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図 4.2　純水上及びVCH水溶液上での 3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜の表面形態.
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   図 4.3は、5 µm× 5　µm視野の 0.55 µg/mLのVCH水溶液上で調製した(DMPC/Chol)混合単分子膜の様々
な圧力にたいする表面形態とその断面図を示している。AFM 像中の白線部分の断面がそれぞれの右側に示
している。表面圧の上昇に伴い、ドメインとマトリックス領域の高低差が減少していることが確認できる。
また、ドメインの中に含まれる空隙などが圧力に伴い消失していることが観察される。これまでの検討か
ら(DMPC/Chol)混合単分子膜は圧縮により内部で相溶拡散が進行していくことが明らかになっている。それ
故、コレステロール分子がドメイン部分では減少し、マトリックス部分では増加していることが予測され
る。また、マトリックス領域では、DMPC のアルキル鎖コンホメーションがゴーシュ型からトランス型に
変形していく影響もあってドメインとマトリックス間の高低差が減少している可能性がある。マトリック
ス中の空隙が消失していくのは、コレステロールの凝集力がコレステロールリッチ相よりも DMPC リッチ
相の方が良く作用することに起因していると考えられる。
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図 4. 3　VCH水溶液上での(DMPC/Chol)混合単分子膜形態の表面圧依存性.
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　図 4.4 にそれぞれのマトリックス領域を 1 µm×1 µm に拡大した像を示している。この結果から、ドット
のサイズが 10 nm 程度であり、またドットサイズが圧力に依存しないことがわかる。つまり、周りのドメ
インやマトリックスの形態が圧力に依存して変化しているにも関わらず、その形態やサイズが変化してい
ないことはドット状の物質が膜成分とは異なる固有の物質であることを示している。また、図 4.5 で示され
るように VCH の濃度が増加するに従って、ドット数が増加していることが確認できる。また、電子顕微鏡
の結果らから VCH のオリゴマー体の大きさが約 10 nm であることが知られている。これらの結果から、こ
のドット状の物質は VCH のオリゴマー体が親水基側に付着し疎水基側に貫通して出てきているものである
と考えられる。
　さらにドット状の物質の膜面からの高さは 1.7 nm 程度であることが結果から示されている。つまり、二
重膜を考えた場合には十分にもう一枚の膜分が貫通して飛び出していることを示している。
　本章での結果は、単分子膜形態において VCH と(DMPC/Chol)混合単分子膜は十分に作用し、また、オリ
ゴマー体をつくることが観察された。つまり(DMPC/Chol)混合単分子膜の生体膜モデルとしての有用性がは
っきりと示すことができたと考えられる。しかし、膜の調製前からVCHは存在しているために、膜とVCH
の作用が展開時の 0 mN/m の時点から起こっていることことになる。そこで次章では VCH を後から作用さ
せた場合においての検討をおこなう。
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図 4. 4　VCH水溶液上でのドット状物質の表面圧依存性.
         
図 4. 5　VCH水溶液上でのドット状物質の水溶液濃度依存性.
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4.4　結論
　VCH を作用させた(DMPC/Chol)混合単分子膜は、純水上と比較するとドメインとマトリックスはそれぞ
れ膨張し、また VCH のオリゴマーがマトリックス中に観察された。そのため(DMPC/Chol)混合単分子膜の
生体膜骨格モデルとしての有用性が確認できた。
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第五章
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5. 単分子膜へのVCH作用過程 –貫通面からの観察-
5.1.　序論
　　細胞膜貫通型タンパク質の膜貫通部分には、動きの制限された脂質分子層が一層存在することが確か
められている。このような層を形成する脂質は境界脂質と呼ばれ、この部分においてタンパク質の活性が
影響を受けることが知られている 1)。前述のように、生体膜中では、その膜状態によりタンパク質のバイン
ディングやフォールディングが影響を受けると考えられる。しかしながら、X 線回折や NMR を用いた既
存の手法ではそのフォールディングやバインディングの過程やダイナミックなコンフォメーションの変化
を経時的に追いかけていくことが困難である。これらの打開策の一つとして M. Egger らの脂質-タンパク質
結合膜の AFM 観察をきっかけとして、膜中にタンパク質が埋まった状態で AFM 観察を行なう技術に注目
が集まっている 2)。この方法ではベシクル融合法を用いて調製した脂質二分子膜中にタンパク質を作用させ
た膜の表面を AFM によって観察することで膜中でのタンパク質の形態、サイズなどを明らかにすることが
でき、膜状態の情報も同時に得ることが可能である。この手法を用いれば、バインディングやフォールデ
ィングを経時的に追いかけることができ、また、水溶性タンパク質が膜タンパク質として作用する際の膜
状態の差違も検討することも可能である。この手法を使いCholera toxin B-oligomer (CTB)やStaphylococcal α
-Hemolysinなどのチャンネル構造が実際に観察されている 3,4)。しかし、膜中に埋まった膜タンパク質をAFM
により直接的に観察する手法は、多くの長所を持ってはいるが、表面しか観察できないという決定的な欠
点がある。そのため、二重膜法を使用している系では表面的にバインディングしその後オリゴマー化して
いる像が観察されていたとしても、貫通の有無などの膜内部のフォールディング情報を得ることは困難で
ある。そこで、我々の研究グループでは、二分子膜の挙動においてフリップ-フロップ（反転拡散）が平衡
拡散の速度に比べ極端に遅いことから、熱力学的に、ほぼ単分子膜と同様の挙動を示していると仮定し、
二重膜の代替として単分子膜を生体膜モデルとして使用することを提案している。この方法を用いれば膜
の吸着面である親水基側と貫通面である疎水基側の両方の情報を得ることができるため、より内部構造の
類推が可能になり問題の解決に糸口を見つけることができると考えられる。
　本研究で使用するのに有用な膜タンパク質としては、エルトール型コレラ菌（Vibrio cholerae O1, biotype El
Tor）と、血清型別でV. cholera O1に属さない非O1コレラ菌(V.cholera non-O1)の二種類より産出される 65kDa
のタンパク毒素-コレラ菌溶血毒(Vibrio cholerae hemolysin, VCH)が上げられる。VCH は標的細胞の膜上に結
合しβバレル型の孔状の集合体を形成することが示唆されているが 5,6)詳細な高次構造は明らかになってお
らず、VCH が引き起こす水溶性の下痢の病原因子としてどのように働いているのかは解明されていない。
そのため現在でも治療法が確立しておらず、国内においても法定伝染病の一つとして認定されている。ま
た、近年の温暖化によりコレラの流行が危険視されており、早急なコレラの解明が望まれている。VCH の
高次構造の解明が進めば、コレラの病原因子としての仕組みが分かるため、高次構造を阻害するなどの方
法を思案することでコレラの予防や治療への転用が可能である。
本章は、この VCH を２、３章において検討してきた(DMPC/Chol)混合単分子膜の生体膜モデルに作用させ
て、そのさいに起こる膜状態の変化を LB 法によりマイカ基板上にうつしとりこれを AFM 観察することで
検討し、VCHの生体膜への作用機序を検討することを目的としている。
今回は、π-A 等温線測定及び原子間力顕微鏡観察に基づき VCH を作用させた(DMPC/Chol)混合単分子膜の
疎水基側の表面形態を評価した。
5.2　実験
5. 2. 1　溶液調製
　Cholesterol (SIGMA)および Dimyristoylphophatidylcholine,DMPC (AVANT POLAR LIPIDDS)をモル比 70/30
で秤量し、クロロホルム（片山化学（株）、純度 99.9 %）により 10 ml の混合溶液を調製した。溶液濃度は
それぞれ 1.0×10-3 mol/l であった。その際、溶解性を高める為に 30 分間の超音波処理を行い、8 時間放置
した。放置時、メスフラスコにはアルミホイルを巻き遮光をおこなった。溶液は単分子膜調製前に 15 分
間再度超音波処理をおこなった。
5. 2. 2　LB等温線測定
　水相温度 293 K(室温も同一温度)の純水上に、[5.2.1]にて調製したクロロホルム溶液を展開した。十分に
溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリヤー速度 0.066
mm/sec）で 3, 6, 14 mN/m まで、それぞれ圧縮した。任意の表面圧まで達した後、表面圧を一定に保持しな
がら時間に対する面積変化(LB等温線)を測定した。
5.2. 3.　VCH水溶液調製
　pH8 で 10 mM の Tris-HCl 水溶液(和光純薬工業)を 500 mL 調製した。VCH 水溶液の原液に含まれるアグ
リゲート阻害剤及び防腐剤を除去する為に、微量透析器を Tris-HCl 水溶液上にうかせ透析を行なった。
Tris-HCl水溶液は回転数 50 rpmで撹拌し、1 hごとに新しい水溶液へ取り替えを行なった。透析は、TROUGH
関連の実験の直前にすることで毒素の分解、変性の影響を極力抑えるように務めた。さらに、透析の終わ
ったVCH水溶液は水相への注入前に 100倍に希釈した。
5. 2. 4.　AFM観察試料調製
　水相温度 293 K(室温も同一温度)の純水上に、[5.2.1]にて調製したクロロホルム溶液を展開した。十分に
溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリ）ー速度
0.066mm/sec）で 3, 6, 14 mN/mまで、それぞれ圧縮した。任意の表面圧まで達した後、[5.1.3]で調製したVCH
水溶液をバリヤーの外から水相へ注入した。任意時間表面圧を保持し後にLB膜累積装置(USI製、 FSD-20)
を用いて、溶液展開前に予め沈めておいた劈開直後のマイカ基板を水平引き上げ法により 1 mm/min の速
度で引き上げ基板板上に一層累積を行った（一層であることは累積比により確認した）。その後 293 K に保
持し乾燥させAFM観察試料とした。
5. 2. 5　AFM観察
　室温 296 K、湿度 60 %の条件下、 [5. 2. 4]で調製した(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の AFM 観察を、
SPA300をSPI3700制御ステーション(Seiko Instruments Industry, Co., Japan)で制御し、Constant Force モードで
行った。得られた像は、全て Auto　Linearize 処理を行い、必要に応じて FLAT-AUTO 処理を施した。ピエ
ゾ圧電素子に由来する周期的な歪みは FFT（高速フーリエ変換）処理により除去した。カンチレバーは窒
化ケイ素の探針を持つトライアングル型のバネ定数 0.02 と 0.09 N/m ものを用いた。形態観察時の Pull Off
ForceとApplied Forceは引力領域である。
5.3　結果と考察
　図 5.1 は、純水上及び VCH 水溶液上での 3 mN/m の(DMPC/Chol)混合単分子膜の時間に対する面積変化
をとった LB 曲線を示している。純水上の膜は、圧縮直後から 8000 秒にかけて面積の減少が起きた後にそ
の後一定の表面積で経過している。8000 秒までの急激な膜面積の減少は、圧縮直後の膜中に含まれる空隙
が分子緩和により充填していくために起こっていると考えられる。また、20000 秒近くの微小な面積減少
は、水の蒸発に起因していると考えられる。一方、VCH を圧縮直後に水相に注入した(DMPC/Chol)混合単
分子膜は、時間の経過に従い、徐々に膜面積の増加が確認できる。この結果は、純水上では凝縮している
のにたいして VCH を注入した場合は、その膨張が確認されることから、VCH の作用により膜状態に変化
が起こっていることを示唆している。膜の近似曲線から類推すると膜面積は 0.80 nm2/molecule 近傍まで膨
張していくと考えられる。圧縮直後の膜が 0.62 nm2/molecule であることが読み取れることから膜面積は約
1.29 倍に膨張している。膜への VCH の作用過程を検討する為に、まず膨張している曲線の対数化すること
で変化過程がどのように進んでいるのかを検討を行った。
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図 5.1　純水上及びVCH水溶液上での 3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜のLB曲線.
　図 5.2 は、図 1 の曲線において VCH の作用過程を示す膨張部分の曲線を対数化したものを示している。
曲線は 10000 sec を境にほぼ二つの傾きの直線で近似することができる。つまり、VCH の膜状態の変化に
は二段階があるということを示しており、これは VCH の作用過程が二段階で進行しているものであると考
えられる。また、曲線の傾きから 10000 sec より手前の作用の初期段階よりも 10000 sec 以降の２段階目に
大きく膜面積が変化していることを示している。つまり、作用の過程において膜面積の変化に強く寄与し
ているのは 10000 sec 以降の段階であると考察される。そこで、10000 秒を中心に前後の膜形態の変化を経
時的にAFM観察を行なった。
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図 5.2　純水上及びVCH水溶液上での 3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜のLB曲線の対数化.
図 5.3 は、　3 mN/m の(DMPC/Chol)混合単分子膜の VCH 水溶液注入後の経時的な膜形態の変化を示してい
る。0 、7.2 ×103、 1.1×104、3.6×104 secのそれぞれの 20 µm×20 µm視野のAFM像が中央の上から下に
配列している。また部分的な拡大像がその左右に示してある。VCH の注入直後は直径が 5 µm の大きな円
形ドメインと 200-500 nm の小さなドメイン及びマトリックスからなる海島構造を示している。しかし、図
5.1において交点である 7.2 ×103 secでは膜の海島構造は消失し均一な膜形態が観察された。さらに 1.1×104
secの時間経過後には 20 µm×20 µmのAFM像中に 2 µmほどの幅をもつマトリックス領域が出現し海島構
造が再構築されている。そして 3.6 ×104 sec 後にはそのマトリックス領域の面積が増加していることが確
認された。ドメイン部分を 1 µm×1 µm に拡大した像を比較すると圧縮直後は小さなドメインとその間の空
隙が明確に観察されているが、一時的に均一な膜形態になっている 7.2 ×103 sec の場合においては、ドメ
インが成長していることがわかる。しかし、その後再度分散が始まり 3.6 ×104 sec では、ドメイン間の空
隙が大きく広がっていることが観察された。マトリックス部分には 0 sec では 200 nm の不定形なドメイン
が観察されるがほぼ平坦な形態を示している。一方、再度海島構造が観察されている 3.6 ×104 sec 以降の
マトリックス領域には 10 nm 程度のドット状の物質が観察されている。20 µm×20 µm の視野での観察結果
から、VCH の作用にしたがって一時的に膜が均一化していることが確認できた。また、その後新たな海島
構造を作りだしている。これらの結果は、4 章での協奏反応において VCH が作用した際に 3.6 ×104 sec 以
降に出現していたドメインとマトリックスの海島構造は、圧縮直後に存在する海島構造とは異なるもので
あるということを示している。ドットは 10 nm 程度であり、4 章での協奏反応で出現していたドットの形
状に告示していることから VCH が親水基側から疎水基側に貫通して出現しているものであると考察される。
また、マトリックス中に新たに出現しているドットは膜の海島構造の再構築に伴って出現している。図 5.2
の 7.2  ×103 sec の直線の交点を境に短時間領域ではドットの発現が観察されず長時間側の領域でドットが
出現していることから、長時間領域の２段階目の傾きはドットの貫通によって膜が膨張しているものであ
ると考えられる。短時間領域は、膜の均一化が進行していることから、膜の高低差を形成しているCholesterol
が膜に均一に分散化していることを示している。これは、純水上での膜の均一化よりもかなり速いことか
ら VCH が膜内の Cholesterol の分散を促進していると考えられる。VCH の作用は Cholesterol が必須である
ことが示されていたが、Cholesterol の密度の高いドメイン部分で優先的に作用しているわけではないこと
がこの結果から明らかになった。すなわち、コレステロールの凝集状態つまりは膜の状態が VCH の作用に
何らかに影響を与えている可能性がある。コレステロール密度が高すぎる部分もしくは凝集状態の高い部
分ではVCHが直接的に作用しないことが示唆される。
　そこで、どのような条件において VCH の作用の有無が決定されるかの検討を続けて行なった。最初に膜
の形態が作用の有無に関係しているかどうか検討を行なった。三章の結果から示されているが 3 mN/m の
(DMPC/Chol)混合単分子膜は、ほぼ平衡状態であると考えられる１２時間後には膜形態が均一化することが
明らかにされている。この結果を利用して、膜形態が均一化後に VCH を作用させた場合の検討をおこなっ
た。
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図 5.3　3 mN/mの(DMPC/Chol)混合単分子膜のVCH水溶液注入後の形態変化.
図 5.4は、12時間経過したときにVCH作用させている(DMPC/Chol)混合単分子膜のLB曲線を示している。
純水上で圧縮された後、表面圧が保持されている。圧縮直後から膜面積は 8000 秒まで急激に減少し、その
ごほぼ一定で経過している。その後、12 時間後までは、水の蒸発に依存すると考えられる膜面積の微量な
減少以外は、ほぼ一定表面積が保たれている。12 時間経過後、バリアーの外から水相中に VCH を注入し
単分子膜へ VCH を作用させた。VCH の注入後、膜が注入による水面の揺れの影響と考えられる一時的な
膜面積の減少が現れているが、ゆっくりと膨張し始めていることが確認された。膜の VCH 注入前（圧縮直
後から１２時間後）の形態と注入後１２時間後（圧縮直後から２４時間後）の形態を比較した AFM 像を図
5.5に示している。
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図 5.4　膜の均一化後にVCHを作用させた場合の(DMPC/Chol)混合単分子膜のLB曲線.
　圧縮から１２時間後の膜は 20 µm×20 µm の状態でほぼ均一な膜形態を示している。一方、膜の均一化後
に VCH を作用させて 12 時間経過した膜には、横断線 5 µm 程度の不定形なドメインとマトリックス領域
かなる海島構造を示していた。この結果は VCH の作用により膜中に高低差をつくる効果があることを示し
ている。また、拡大像中にはドット状の物質が確認され、VCHのオリゴマーの貫通も確認された。つまり、
膜の均一化にかかわらず、VCHの作用が起こることが示された。
5µm
             
図 5.5　VCHの注入前の均一化表面形態(左図)と
　　　　注入後１２時間経過後の表面形態(右図).
さらに VCH の作用後の LB 曲線の膨張部分を対数化して比較を行なった。図 5.7 は、膨張部分つまり VCH
の作用が起こっていると考えられる領域を対数化したグラフである。軸の時間は VCH の注入後の時間を示
している。膜の均一化後に VCH を作用させた場合も圧縮直後の場合と同じく二段階の作用経路を示してい
た。膜への VCH の作用は２段階目の作用は圧縮直後の膜形態の変化から VCH の作用に依存すると考察さ
れている。しかし、均一化後に作用させた膜にも一段階目の作用が確認されたことから、必ずしもコレス
テロールの拡散のみを促進させているものではないと考えられる。例えば、VCH の膜への付着などによる
コレステロールの凝集力の緩和などが起因している可能性があるということが示唆される。
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図 5.6　VCH作用後のLB曲線の膜膨張部分を対数化したグラフ.
図 5.7 は、表面圧の異なる(DMPC/Chol)混合単分子膜へ VCH を作用させた場合の LB 曲線の膨張部分の対
数化グラフと１２時間後の AFM を示している。3 mN/m の場合は、LB 曲線中に注入後２段階の作用を示
しており、１２時間後の膜形態には海島構造とドット状の物質が観察されている。6 mN/m では、その作用
を示す LB 曲線の傾きが 3 mN/m よりも緩くなっており作用が阻害されていることを示している。12 時間
の AFM 像には海島構造は観察されるもののマトリックス領域が 3 mN/m と比較すると狭くなっていること
がわかる。14 mN/mでは海島構造は完全に確認されず、マトリックス部分に観察されていたVCHの貫通体
を示すドット状の物質も消失している。また、LB曲線は１段階のみの過程を示していた。これらの結果は、
表面圧もしくは分子密度が、VCH の貫通を阻害することを示唆している。また、14 mN/m の曲線において
１段階のみが LB 曲線から観察されており、さらに貫通が見えていないことからこの１段階の過程は２段
階過程のうちの短時間領域で観察される過程を示していると考えられる。つまり、膜への貫通が阻害され
るが、膜への何らかのVCH作用が働いていることは間違いものと評価される。
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図 5. 7　異なる表面圧で調製した(DMPC/Chol)混合単分子膜にVCHを作用させたときの
　　　　LB曲線と１２時間後の表面形態のAFM像.
5.4　総括
　(DMPC/Chol)混合単分子膜への VCH の作用は、２段階で作用していることが LB 曲線から評価された。
またその作用は２段階目の過程において VCH が膜を貫通することが AFM 観察から明らかになった。異な
る表面圧下での VCH を作用させた結果、VCH は表面圧もしくは分子密度が高くなることで、貫通が阻害
されることが明らかになった。
第六章
膜単一成分に及ぼすVCHの作用
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6. 単一成分とのVCH作用過程
6.1.　序論
　5 章において(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜を生体膜モデルとして用い、その凝集形態と水相中からの
VCH の作用がπ-A 等温線及び AFM 観察から評価された。表面圧 3 mN/m における純水上の
(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の形態は、圧縮直後はドメイン及びマトリックス領域からなる不均一な海
島構造を示しており、これは蛍光顕微鏡の結果からドメイン部分がコレステロールリッチ相、そしてマト
リックス領域が DMPC リッチ相であることが帰属された。また特徴的な円形構造はドメインとマトリック
スの大きなラインテンションに起因すると考えられた。一方、VCH 水溶液上で表面圧 3 mN/m に維持し 12
時間さようさせた混合単分子膜においてもまた、ドメイン及びマトリックス領域からなる不均一な構造が
観察された。しかしながら、経時的な変化を観察した場合、一時的に膜が均一構造になったのちに不均一
構造を作り直していることがあきらかになった。そのため VCH 作用前の不均一形態と VCH 作用後の不均
一形態の相分離構造と DMPC と Cholesterol の密度差に起因しない場合も考えられてきた。そこで単一系の
DMPC と Cholesterol の単分子膜のどちらに対して作用をしているのかについて検討を行う必要があると考
えた。本章では、DMPC 及び Cholesterol それぞれの単一系単分子膜への VCH の作用挙動をπ-A 曲線と面
積-歪み曲線及びAFM観察に基づき検討を行った。
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6.2　実験
6. 2. 1　溶液調製
　Cholesterol (SIGMA)および Dimyristoylphophatidylcholine,DMPC (AVANT POLAR LIPIDDS)を秤量し、クロ
ロホルム（片山化学（株）、純度 99.9 %）により 10 mlの溶液をそれぞれ調製した。溶液濃度はそれぞれ 1.0
×10-3 mol/l であった。その際、溶解性を高める為に 30 分間の超音波処理を行い、8 時間放置した。放置
時、メスフラスコにはアルミホイルを巻き遮光をおこなった。溶液は単分子膜調製前に 15 分間再度超音
波処理をおこなった。
6. 2. 2.　VCH水溶液調製
　pH8 で 10 mM の Tris-HCl 水溶液(和光純薬工業)を 500 mL 調製した。VCH 水溶液の原液に含まれるアグ
リゲート阻害剤及び防腐剤を除去する為に、微量透析器を Tris-HCl 水溶液上にうかせ透析を行なった。
Tris-HCl水溶液は回転数 50 rpmで撹拌し、1 hごとに新しい水溶液へ取り替えを行なった。透析は、TROUGH
関連の実験の直前にすることで毒素の分解、変性の影響を極力抑えるように務めた。さらに、透析の終わ
ったVCH水溶液は水相への注入前に 100倍に希釈した。
6. 2. 3　LB等温線測定
　水相温度 293 K(室温も同一温度)の純水上に、[6.2.1]にて調製したクロロホルム溶液を展開した。十分に
溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリヤー速度 0.066
mm/sec）で 3, 6, 14 mN/m まで、それぞれ圧縮した。任意の表面圧まで達した後、[6. 2. 2.]で調製した VCH
水溶液をバリヤーの外から表面圧を一定に保持しながら時間に対する面積変化(LB等温線)を測定した。
6. 2. 4.　AFM観察試料調製
　水相温度 293 K(室温も同一温度)の純水上に、[6.2.1]にて調製したクロロホルム溶液を展開した。十分に
溶媒に蒸発し分子が均一に分散したと考えられる 30 分放置後、単分子膜調製装置(USI 製、FSD-300、水槽
寸法　幅 230 mm×奥行 75 mm×深さ 5 mm)用い圧縮速度 3.4×10-3 nm2/molecule・sec（バリヤー速度 0.066
mm/sec）で 3, 6, 14 mN/mまで、それぞれ圧縮した。任意の表面圧まで達した後、[5.1.3]で調製した VCH水
溶液をバリヤーの外から水相へ注入した。任意時間表面圧を保持し後に LB 膜累積装置(USI 製、 FSD-20)
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を用いて、溶液展開前に予め沈めておいた劈開直後のマイカ基板を水平引き上げ法により 1 mm/min の速
度で引き上げ基板板上に一層累積を行った（一層であることは累積比により確認した）。その後 293 K に保
持し乾燥させAFM観察試料とした。
6. 2. 5　AFM観察
　室温 296 K、湿度 60 %の条件下、 [6. 2. 4]で調製した(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の AFM 観察を、
SPA300をSPI3700制御ステーション(Seiko Instruments Industry, Co., Japan)で制御し、Constant Force モードで
行った。得られた像は、全て Auto　Linearize 処理を行い、必要に応じて FLAT-AUTO 処理を施した。ピエ
ゾ圧電素子に由来する周期的な歪みは FFT（高速フーリエ変換）処理により除去した。カンチレバーは窒
化ケイ素の探針を持つトライアングル型のバネ定数 0.02 と 0.09 N/m ものを用いた。形態観察時の Pull Off
ForceとApplied Forceは引力領域である。
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6.3　結果と考察
　図 6.1 は、純水上及び VCH 水溶液上での 3 mN/m の Cholesterol 単分子膜の LB 曲線を示している。縦軸
のArea Strain(γ)は圧縮直後の膜からの面積歪みを示しており、
 γ(t) = -[A(t)-A(0)]/A(0)
で表される。A(0)は圧縮直後の膜の面積、A(t)は t 時間後の膜面積である。純水上での Cholesterol 単分子膜
は、圧縮直後、時間経過に伴い 25000 秒までなだらかに膜面積が減少していくことが確認され、その後一
定表面積を保っている。25000 秒までの膜面積の減少は、圧縮直後に膜中に存在する空隙および、水面上
で傾いて立っている Cholesterol 分子の配向が垂直になることで分子緩和による密充填が進行することに起
因すると考えられる 1)。一方 VCH を圧縮直後に注入した Cholesterol 混合単分子膜は、時間経過ともに膜面
積が増加していることが確認される。この二つの際は VCH が、Cholesterol 混合単分子膜に対してなんらか
の作用を起こしているためであると考えられる。
図 6.1　純水上及びVCH水溶液上でのCholesterol単分子膜のLB曲線.
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　図 6.2は、純水上の場合(a: 20 µm × 20 µm)とVCHを注入した場合(b: 20 µm × 20 µm,c: 1 µm × 1 µm)
の Cholesterol 単分子膜の１２時間後の表面形態の AFM 像を示している。(d)の断面は(c)中に含まれるドッ
ト状物質の断面図を評価しているグラフである。図 6.2(a)の分子表面形態は均一であった。膜面積は、歪み
が 0.2 を示しており、この値はかなり大きい。そのため、単に分子緩和のみの理由ではないことがわかる。
しかし、AFM 像は圧縮直後も 12 時間後もほとんど変化がなかった。おそらく部分的に三次元凝集体を形
成するために大きな面積減少をしているものと考察される。一方、VCH を注入して１２時間後の表面形態
は、20 µm×20 µm の視野で直径が 1~3 µm の円形の凹んだ領域をもつ不均一な形態を示していた。ドメイ
ンが円形化するのは、等方的にエネルギ－を分散するようにラインテンションが働くことに起因している
ものと考えられる。純水上と VCH を注入した水相の場合の際からも、VCH の作用によりその形態が変化
していることから、VCH が何らかの膜形態へ何らかの作用を示すことが伺える。図 6.2(c)では、ドメイン
とマトリックスの境界部分を拡大している。ドメインが低くなっており、その内部にはドット状の形態を
示していた。ドットの直径は 10 nm 程度であり、その高さは 2 nm であった。この値は、VCH の電子顕微
鏡からのオリゴマー体の大きさに近似しており、VCH のサブユニットが観察されているものと考えられる
2)。つまり、VCH が親水基側より疎水基側へ貫通してきている形態が AFM 像中に観察されているものと考
えられる。
図 6.2　VCH水溶液上での 3 mN/mのCholesterol単分子膜の 12時間後のAFM像.
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　図 6.3は、VCH注入後の LB曲線を対数化したものと 2.5 ×103、5.8×103、4.3×104 sec後の AFM像を示
している。2.0×103 sec よりも短時間の領域では、ほぼ線形で膜の面積がなだらかに減少しているが、2.0×
103 secよりも大きいときは、面積が著しく減少している。つまり、VCH溶液上での単分子膜に 2.0 ×103 sec
を境に長時間領域と短時間領域に区別できることがわかる。2.5 ×103 secのAFM像（図 6.2(a)）では、10 nm
のドットが数個見えることを除きほぼ均一であった。一方、5.8×103 sec では、~100 程度の小さな円形ドメ
インが形成されていることが確認できる。また、これらのドメイン中には、2.0 nm の高さを持つドットが
多数観察されている。4.3×104 sec では、これらのドメインが 1 µm の直径まで成長し、さらに多数観察さ
れるようになった。時間の経過に従い、だんだんとドメインの個数とそのサイズが増加していることがこ
の結果からわかる。また、ドットもそれにともない増加していることがわかる。それ故、長時間での著し
い面積増加は、VCHのサブユニットの形成とドットの貫通に起因するものであると考えられる。
図 6.3　VCH水溶液上でのCholesterol単分子膜のLB曲線とAFM像の経時変化.
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　図 6.4は、20 mN/mの Cholesterol単分子膜に VCHを作用させて 12時間経過したのちのAFM像を示して
いる。図 6.4(a)の AFM 像中には多くのドットが Cholesterol 単分子膜の表面に現れていることがわかる。し
かし、3 mN/m の場合とはことなり膜自体におおきな円形ドメインの存在は観察されなかった。これは、
Choleterol 単分子膜中で貫通のみがおこり、貫通体の凝集がおきなかったためドメインの集合化つまりは、
ドットのオストワルド成長が圧力により阻害されているためであると考えられる。
図 6.4　VCH水溶液上での 12時間後の 20 mN/mのCholesterol単分子膜のAFM像.
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　図 6.5 は、純水上及び VCH 水溶液上での 3 mN/m の DMPC 単分子膜の面積歪みを示している。純水上で
は、圧縮直後から 1.8×104 sec までの間膜面積が減少していくことが確認され、その後ほぼ一定の表面積に
おちついていた。２章で示しているが、DMPC 単分子膜のπ-A 曲線から 3 mN/m の分子占有面積は 0.84
nm2/molecule であり、最密充填の理論値 0.36 nm2/molecule の約二倍以上膨らんでいることになる。つまり、
膜中に空隙が多く生じている可能性があるものと考えられ。これらの膜緩和により充填されることで 1.8 ×
10 4 sec 付近までの膜面積の減少が生じているものと考察される。一方、圧縮直後に VCH 水溶液を水相に
注入して作用させた DMPC 単分子膜の表面積は、やはり同様に 1.8×104 sec 付近まで膜面積の減少が生じ
ていることが確認された。しかし、その歪み率は 0.12 程度であり、VCH を加えなかったときの膜面積の
歪み 0.42 と比較すると収縮が抑えられていることが示されている。つまり、VCH が DMPC 単分子膜にも
なんらかの作用を与えていることがこれにより示されている。従来 VCH はコレステロール膜にのみ作用を
するということがリポソームを用いた実験から明らかにされているが、この見知とは矛盾した結果を示す
こととなった。そこで、より詳細な作用過程の検討を行うために経時的に VCH を作用させた膜形態の比較
を行なった。
図　6.5　純水上及びVCH水溶液上でのDMPC単分子膜のLB曲線.
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 図 6.6 は VCH 水溶液上での DMPC 単分子膜の LB 曲線と経時的な膜形態の変化を観察した AFM 像を示
している。LB 曲線中のアルファベット位置で累積した膜形態が LB 曲線の上に示している。それぞれの累
積時間は(a)1.1×104(b)2.2×104 (c)3.3×104 (d)4.3×104 secであった。AFM観察視野は 5 × 5 µmである。(a)
の位置で累積された膜中にはすでに VCH のサブユニットを示すドットが数個観察されていた。(b)ではそ
のドットの個数が増加しており、この傾向は（c）(d)と続いている。しかし、Cholesterol 単分子膜の場合と
は異なりサブユニットの集合化は起こらず、ドメインの出現はなかった。この結果は DMPC の場合と
Cholesterol の場合ではそれぞれ作用経路が異なることを示している。DMPC の場合、純水上と VCH 水溶液
上の両方で 1.8 ×104 sec までの収縮がおこり、その後一定の表面積を示しているだけであり、異なるのは
その収縮率だけであった。このことは VCH の作用により DMPC 単分子膜の収縮が阻害されているもので
あることを示唆している。DMPC の収縮原因は、その空隙が分子緩和による充填に起因すると考察される
ことから、収縮率の減少はその空隙の減少を意味するものと考えられる。つまり、DMPC の VCH の作用
はDMPC単分子膜中に存在する空隙にVCHが入り込んで作用しているのではないかと考察される。
一方 Cholesterol 単分子膜の場合、その作用は膜の膨張も誘起する結果となっている。つまり、自発的に
作用が続く為に、純水上の Cholesterol 単分子膜の膜緩和が終了する時間 2.3×104sec 後も作用が続いている
ものではないかと考えられる。
これらの結果は、リポソーム上での VCH 作用への Cholesterol 必須性を保管する有益な情報を得れた物と
であると考えられる。
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図 6.6　VCH水溶液上でのDMPC単分子膜のLB曲線と膜形態の経時的な変化をみたAFM像.
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6.4 結論
　VCH は、Cholesterol 単分子膜に対して作用し、またドット状の貫通体を形成することが明らかにな
った。
また、低表面圧では VCH は作用過程として貫通後、貫通体が膜中のラテラル拡散によりドメイン化
することが明らかになった。一方高表面圧ではこれらのラテラル拡散が阻害されるために貫通のみが
おこることとなった。
 DMPC単分子膜へのVCHの作用はVCH分子の膜中の空隙の充填によるものであることが示された。
この結果は、Cholesterol が VCH の作用に必須であるという報告を補完する有益な情報であると考え
られる。
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7. 広範囲で原子レベルの平滑性を持つ疎水性基板の創製
7.1.　序論
　本研究において、５、６章で述べた貫通面からの解析は十分に進んでいると考えられるが、逆側の VCH
の吸着面については多くの謎が残ったままである。特に(DMPC／Chol)混合単分子膜系において、その貫通
してくる表面圧が 14 mN/m で大きく阻害されることが明らかになってきている。しかしながら、Cholera-
B-toxin などの他のタンパク質においては親水基側からの AFM 観察から 30 mN/m 以上の高い表面圧におい
ても吸着とオリゴマー体が確認されている。これは単に毒素の違いによるものなのであろうか？同じよう
なサイズのチャンネルはそのチャンネル形成を行なう場合に、その孔形成過程は同じような過程を通ると
予測されている。もしそうであるならば、VCHにおいてのみ 14 mN/m付近でその貫通が阻害されていると
いうのはあまりにも違和感がある。そこで我々の研究グループでは VCH は親水基側では貫通していないが
吸着及びオリゴマー化は進んでいるのではないかと考えている。そこでこれを実証する為に現在の親水性
基板ではなく疎水性基板を用いて累積を行なうことで逆側すなわち親水性側の観察を行なう必要があると
考えている。
　疎水性基板は生物学や界面化学また物理化学など様々な分野での需要が高い基板である 1,2)。特に平滑性
の高い基板は、原子間力顕微鏡観察やナノ粒子体の形態解析、半導体研究などに用いられる 3,4)。これまで、
原子レベルの高い平滑性を持つ疎水性基板としては Highly oriented pyrolytic graphite (HOPG)が広く用いられ
ている。しかし、HOPGは、比較的高価であり、また、その物質のもろさから大変扱いにくい。
HOPG 以外の比較的平滑性の高い疎水性基板を得る方法としては、主にテフロン加工による表面修飾、シ
リコン基板の HF による表面スパッタリング、CVD 法、高分子グラフト処理などが上げられるが、全体と
して平滑性が数 nm~数µm であるため原子レベルの平滑性を持っているとはいいがたい 5)。ところで疎水性
基板を得る方法として上記以外に親水性基板をシラン剤の入った溶液中で浸漬させ基板上に自己凝集単分
子膜を形成させ、親水基板を疎水基板に変換する手法がある。この方法は疎水性基板の平滑性が限りなく
親水性基板の平滑性に近づく為に高い平滑性をもった疎水性基板を得ることができると考えられる。これ
までに、シリコン基板上で Octadecyltrichlorosilane を用いて疎水性に改質することに成功し、そのメカニズ
ムなどが報告されている 6-10)。しかし、シリコン基板自体は原子レベルでの平滑性を持つが、その平滑性の
広さは数十~数百 nm2であるためマイクロメートルオーダーの範囲での解析を行なうには、その範囲が狭
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い。本研究で用いている(DMPC/Chol)混合単分子膜もそのようなマイクロメートルオーダーで相分離を起こ
している試料の一つであるため。(DMPC/Chol)混合単分子膜の疎水基板累積を行なう上では十分ではない。
ところで平滑性が高くマイクロメートルオーダーでの平滑性を持つ親水性基板としてマイカがあげられる。
マイカを疎水性基板に改質する方法についての論文が報告されているが 11)、多段階で複雑な手順を踏む必
要があり、また機器などが必要となり結果的にHOPGのようにコストが大きくかかってしまう。
そこで、我々の研究グループでは、OTS 単分子膜をマイカ基板上に被膜したときに、溶媒の蒸発速度を制
御したときにその平滑性が上昇していることに着目し、溶媒蒸発時間を制御することで安価で原子レベル
の平滑性を広範囲で持つ疎水性基板の調製を行なったので報告する。
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7.2　実験
7. 2. 1　洗浄
　実験に使用するガラス器具とシリンジを、界面活性剤（ハイアライ、乾商事株式会社）を含む水溶液に
浸し、10 分間 50 ℃の熱処理をしながら超音波処理を行ない洗浄した。次に、界面活性剤水溶液中で 24 h
浸洗させ、その後、純水によりリンスを行なった。リンス後の容器は乾燥させた後、60 %の濃硝酸(和光)に
24 h に浸洗し、純水によりリンスを行なった。洗浄の終わった器具類はアルミホイルを被せ自然乾燥させ
た。
7. 2. 2　Pre-シラン化
　Carbon tetrachloride 30 mL（和光純薬工業）の溶液中に Octadecyltrichlorosilane(OTS)（信越化学工業）を加
え濃度 0.5 MのOCSを含むCarbon tetrachloride溶液を調製した。シラン化処理に使用するガラス器具をOCS
の carbon  tetrachloride 溶液中に浸し Pre-シラン化処理をした。Pre-シラン化後のガラス器具類は carbon
tetrachlorideによりリンスを行なった。
7.2. 3　マイカのシラン化（OTS含有 carbon tetrachloride溶液の直接乾燥）
　劈開直後のマイカ基板を 0.5 Mの OTS含む carbon tetrachloride 溶液中に浸し 24 h のマイカの表面修飾処
理を行なった。浸漬後、直径２mm の穴を二つあけた蓋にかえ、架橋と溶液の乾燥を行なった。乾燥が終
了した後 carbontetrachloride を、液圧をかけながらかけリンスし、その後、新鮮な同溶媒中で２回かき混ぜ
ながらリンスを行なった。リンス後乾燥させAFM観察試料とした。
7.2.4　接触角測定
　室温 293 K、湿度 40%の条件下、シラン化処理をおこなったマイカ基板表面へ 15μL の超純水の水滴を
落とした。その後、接触角を接触角顕微鏡(FACE , 協和界面科学株式会社, Japan)で測定し疎水化している
かの確認を行った。
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7.2. 3　AFM観察
　室温 293 K、湿度 40±5%の条件下、 緩衝溶液上で調製した(DMPC/Cholesterol)混合単分子膜の AFM 観
察を、SPA300をSPI3700制御ステーション(Seiko Instruments Industry, Co., Japan)で制御し、Constant Force モ
ードで行った。得られた像は、全てAuto　Linearize処理を行い、必要に応じてFLAT-AUTO処理を施した。
ピエゾ圧電素子に由来する周期的な歪みは FFT（高速フーリエ変換）処理により除去した。カンチレバー
は窒化ケイ素の探針を持つトライアングル型のバネ定数 0.02 と 0.09 N/m ものを用いた。観察条件は表 1 に
示す。形態観察時の Pull Off ForceとApplied Forceは引力領域である。Applied Forceは試料への影響が少な
くなるように最大引力で走査した。
114
7. 3 結果と考察
　図 7.1 は、従来法による Octadecyltrichlorosilane 処理によるマイカ基板表面の修飾形態とその 1µm×1µm
の拡大像中での孔開け及び断面図を示している。20 µm×20 µm の視野中には、網の目状の模様の高い領域
を含む平滑な面が観察されている。網の目状の高低差は 2~3 nm 程度であった。1 µm×1 µm の孔開け部分
を含む拡大した視野は、網の目の間の平滑な領域に対して孔をあけている。孔の周りは 0.2 nm 以下の高低
差であり、平坦な部分はかなり平滑性が高いことが伺える。また、孔開けから見積もられた膜厚は 2.3±0.2 nm
であった。網の目状の凸部は以外は、平滑であり、疎水性基板としてもちいることができると考えられる
が、マイクロメートルオーダー範囲(20 µm×20 µm)での基板としては、凹凸の量が多く基板として適当で
ない。そこで、凹凸がなぜできるのかを検討することで、これを阻害する方法をみつけることで広範囲平
滑性をもつ基板の調製を行なうことを考えた。
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図 7.1　Ocatadecyltrichlorosilaneによる従来法による表面処理 11).
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　まず、最初に溶液中のOTS濃度を変えて単純に浸漬させた場合の検討を行った。
　図 7.2 は、Octadecyltorichlorosilane の濃度の異なる溶液に浸漬させ、その後浸漬リンス及び圧力をかけた
溶媒の吹き付けリンスにより洗浄し AFM 観察したときの基板の表面形態を示している。それぞれの視野は
20 µm×20 µmで観察された。0.42 MのOTS溶液中では、その表面は、不規則な 60~70 nm程度の凹凸をも
っており、正しく累積されていなかった。0.50　M では直径が 5 µm の網の目状の凹凸の領域が見えるが、
観察された中には比較的、平滑であり、また膜厚測定からその高低差が 2.3 nm 程度であることが見積もら
れた。0.59　M では、直径が 400 nm 程度で 0.5 M よりもはっきりとした網の目状の形態が観察された。こ
れらの結果は 0.5 M の時がもっとも網の目状の直径が大きく、また、その密度も薄いことが明らかになっ
た。濃度が大きく網の目状の出現を決定していると考えられるが、網の目自体が何故できるのかははっき
しない。実験を重ねるうちに、リンス後の溶媒蒸発時間がことなると平滑性に影響がでていたために、蒸
発時間を任意的に変えて検討を行った。
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図 7.2　Octadecyltrichlorosilaneの濃度依存性.
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　図 7.3 は、OTS 単分子膜による表面修飾後の溶媒の蒸発を制御して蒸発させた表面形態とその断面図を
下に示している。蒸発時間を制御せずに、浸漬後すぐにリンスして乾燥させた場合が左側のAFM像である。
浸漬リンスに用いた溶媒を 7日かけて乾燥させた場合を中央に示している。形態は均一で、高低差も 0.2 nm
以下であった。14 日かけて乾燥させた場合を右側に示しているが、表面形態が比較的あらくなっており、
高低差も 0.4 nm 程度であった。これらの結果は、7 日の場合が、もっとも平滑性が高い基板であることを
示している。
図 7.3　OTS単分子膜による表面修飾後の蒸発時間による表面形態の差違.
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　図 7.3 において七日の場合がもっとも平滑であると評価されたが、平滑で有るが故に正しく累積されてい
るか、またその表面が疎水性であるかが明らかになっていない。そこで、孔開け操作と接触角測定により
検討を行った。図 7.4 は OTS 単分子膜をマイカ基板上に被膜した後に孔開け操作をした時の AFM 像と断
面図、及び水滴の静的接触角の測定時の水滴の形態を撮影したものを示している。孔開け操作により、孔
が開いたことが AFM 像を通して明らかにされている、またその高低差が 2.3 nm であることが明らかにな
った。この高さはシリコン基板上での OTS 分子を被膜した際の高低差に類似している。シリコン基板上で
の OTS 分子は赤外分光法によりただしく累積されていることが評価されている為に、このマイカ基板上の
場合も正しく累積されていることが示唆される。また、接触角の平均が、83.5±8.6°であり十分に疎水化
されていることが評価された。
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図 7.4　OTS単分子膜に被膜された基板の膜厚と接触角.
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7.4　結論
　OTS 濃度を 0.5 M 付近で浸漬させる場合が、もっとも網目状の凹凸の直径が大きくその密度がすくなか
った。また、浸漬後の溶媒蒸発時間を 7日付近に制御することで平滑な面が広がることが示された。
本章では、20 µm×20 µm の範囲でオングストロームオーダーの平滑性をもつ疎水性基板が、マイカ基板を
シラン化することで簡易的に安価に作成できることが示された。今後の目的は、この基板を用いて VCH の
作用過程を親水基側から観察することである。手順としては、ほぼマイカと同経路をそれぞれ親水基側か
らみることである。まず十分にVCHの貫通までの作用が進むことが示されている表面圧 3 mN/mのDMPC、
Cholesterol 及び混合膜のそれぞれの単分子膜について VCH 作用前及び作用後のそれぞれの形態を経時的に
検討していく。その後、親水基側と作用の差異を比較することでフォールディングの過程の検討を行う。
また、その後表面圧を 6、14 mN/m と代えることでその作用過程の差違がどのように変化するのかについ
て評価を行う。累積法についてであるが、一般的に疎水基板累積の場合、垂直浸漬法が用いられることが
多いようであるが、本研究では表面付着法による累積が望ましいと考えられる。これは、親水基板累積で、
3 mN/m の低表面圧の膜を累積した場合、膜形態が累積の際に変化することが過去に確認されたことに起因
する。表面付着法による累積の模式図を図 7.5 に示す。ところで図 7.5 に簡易的に表面付着法について触れ
てはいるが、基板を膜に付着させたのち、他の過剰な成分などが付着して、膜累積後の形態があまり平滑
でないことが現段階でわかっている。この原因として、基板へ膜を付着させた後に、周りの単分子膜成分
をアスピレーターにより吸引するのであるが、これが十分でないために多層膜の累積になっている可能性
がある。また、別の考察とし
て、疎水性基板の OTS がトラ
フの水相部分の水の圧力によ
りはげ落ちている可能性など
が考察される。はげ落ちる原
因などは加熱架橋などをする
ことで解決されると考えられ、
現在試行中である。
DMPC Cholesterol
DMPC and cholesterol mixtures
   with a molar fraction of  70/30
Tsp 293 K
 吸引
図7.5　表面付着法.
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8. 総括
　本研究では、様々な状態にある DMPC と Cholesterol(Chol)またはそれらを混合した単分子膜上に VCH を
作用させることで、その作用条件や構築経路を明らかにした。得られた結果を以下にまとめる。
①２章では、原子間力顕微鏡観察に基づき（DMPC/Chol）混合単分子膜について検討をした。蛍光顕微鏡
の観察または理論計算から、高表面圧で拡散が促進される UCSP 系であることが示されている通り、本研
究の AFM 観察でも圧縮にともない Cholesterol リッチ相と DMPC リッチ相の相溶拡散が進行していくこと
を明らかになった。
　さらに海島構造の膜厚評価から、圧縮に伴い DMPC のアルキル鎖コンホメーションの秩序化がそれぞれ
の相で進行していくことが明らかになった。しかし、1 mN/m 以下の低表面圧では、相溶が進行していない
ために、ドメイン部分のCholesterol密度が異常に高く、これによる凝集効果のためにドメイン部分のDMPC
のアルキル鎖コンホメーションが高表面圧と同程度の秩序化がなされていることが示された。
また、全ての結果で、従来の蛍光顕微鏡では観察されていないナノ相分離構造が観察されることを示して
いた。高表面圧では、これまで蛍光顕微鏡では均一であると考えられていたが、AFM による観察では相分
離していることが明らかになった。熱力学的な相分離と相溶は、多くの分子のマクロスコピックな相現象
を反映している。それゆえ、比較的分子数が少なく観察している場合は、相分離しているように、これま
での蛍光顕微鏡では観察されていたのではないかと考えられる。ナノ相分離構造の理解は、生体系のモデ
ルをより探求していく上でも次なる重要なステップであると考えられる。
②３章では、LB 曲線に基づき(DMPC/Chol)混合単分子膜の静的な粘弾性挙動について検討した。圧縮過程
を通じて形成された(DMPC/Cho)混合単分子膜の 3 mN/m の低表面圧で出現していたマイクロメートルオー
ダーの海島構造は、表面圧を保持した環境下で、圧縮による相溶分散に類似した分散過程を通じて均一形
態を示すことが明らかになった。この結果は、蛍光顕微鏡観察の時代から観察されていたマイクロメート
ルオーダーの海島構造は、圧縮過程によって動的に発現しているということを示していた。つまり、従来
の圧縮速度により調製された(DMPC/Chol)混合単分子膜は、準安定状態であるという見解とは異なる結果で
あり、これは、相分離の出現が非線形的であるのにたいして、膜形態の均一化は線形的にゆっくりと進む
ことを示唆している。
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ただし、LB 曲線と膜形態の変化にあまり相関性がないことから、膜の相分離と均一化には別の変数が存在
する可能性も考えられるが本研究では、その相関性の差違の原因については今後の課題である。
③４章では、VCHと(DMPC/Chol)混合単分子膜が作用するのかについて検討を行った。単分子膜形態でVCH
を作用させた場合もリポソームの場合と同様に膜への作用が起こることが明らかになった。また、VCH を
作用させた時に飽和濃度が存在していることから、VCH の作用過程は一定速度で進むことが示唆された。
また、VCH を作用させた(DMPC/Chol)混合単分子膜は、その表面形態中に海島構造が形成されていること
が明らかになった。特にマトリックス領域のみに VCH のサブユニットが集中して存在していた。このサブ
ユニットの形態およびサイズは表面圧と関係なく一定であることを示していた。これはサブユニットが外
部環境から影響でも変わらないほど堅固な形態を持っているためと考察される。
④５章では、任意の表面圧の(DMPC/Chol)混合単分子膜に VCH を作用させ評価を行った。VCH は、作用
過程が２段階で進むことが明らかになった。特に初期段階では膜形態を均一に作り替え膨張をおこすこと
が明らかになった。後期段階では、新たに海島構造をつくりだし、マトリックス領域には VCH のサブユニ
ットが親水基側から疎水基側に貫通して出現していることが明らかになった。また、この後期段階の貫通
機構は表面圧が上昇することで阻害されるために、VCH の貫通過程には表面圧もしくは分子密度が影響し
ていることが重要な知見が得られた。
⑤６章では、Cholesterol および DMPC のそれぞれの単分子膜に対する VCH 作用が調べられた。Cholesterol
単分子膜への VCH の作用過程は、VCH のサブユニットが 6×103 sec から出現しており、時間とともにそ
れらが増加していく様子が観察された。また、それらのサブユニットは時間と集合化してドメイン領域を
形成することが示された。膜上でのサブユニットの自発的な集合化は、これまで著者が知る限りは報告さ
れた例がなく重要な知見であると考えられる。
⑥７章では、シラン化剤を用いた疎水性基板の新たな調製法についての模索を行なった。
Octadecyltrichlorosilane によりマイカ基板を疎水化する手法では、液中で OTS を含む有機溶媒中に浸漬させ
た後に、被膜修飾されたマイカ基板からの有機溶媒の速度を制御してゆっくりと乾燥させることで、平滑
性が上昇することがあきらかになり、20 µm× 20 µmの平滑性をもつ疎水性基板を調製することができた。
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本手法は、簡易的かつ安価に疎水基板を得ることができる方法であり、本研究以外にも多くの用途への転
用が期待される。
①から⑦までの結果は各々今後の生体膜モデルへの膜タンパク質の作用機序を検討する礎となるような結
果が得られたと考えている。
①及び②は、主に(DMPC/Chol)混合単分子膜を生体膜モデルとして用いた場合の性質や形態の知見を得るた
めに行なわれたが、従来の蛍光顕微鏡では観察されなかったナノ相分離には興味深い点が多い。AFM 観察
では、低表面圧のマイクロメートルオーダーの円形ドメインは小さなドメインが集まって形成しているこ
とを示していた。つまり、マクロレベルの相分離はナノレベル相分離の集合と分散により制御されている
可能性があることを示唆している。今後は、マイクロレベルでの相分離とナノレベルでの相分離の関係性
を探ってゆくことが新たな生体膜のヘテロ構造を探ってゆく道筋の一つになるものと考えられる。
また、②の静的粘弾性挙動については、カリフォルニア大学の J. N. イスラエルアチェヴィリーらが蛍光顕
微鏡を用いて同様の研究をしている 1)。彼らの結果では、ドメインとマトリックスの海島構造は時間経過と
供のドメインが成長していくこと報告している。しかし、我々の結果では、成長同様に起こることはしめ
されるものの、その成長は最初の３時間程度で終了しその後はドメインがだんだんと相溶拡散していく挙
動を示していた。この二つの結果の違いについて今後の検討が必要であると考えられる。ただ、３時間近
傍という値は、LB 曲線の中において、空隙の充填に起因すると考察している部分が終了する時間である。
つまり、この前後で成長の有無が決定されているのではないかと予想しているが、これについては、より
詳細な結果をもとに深く探求する必要があるものと考えられる。
また、今回の AFM 観察によると不均一から均一
構造に変化する時間が 12 時間ほどかかっていた。
一方、相分離形態の出現には圧縮過程によるダイ
ナミックな挙動で素早く相分離が出現しているこ
とを示していた。つまり、図 8.1 の均一から不均
一の場合は非線形的に急激にドメインサイズが大
きくなっているのに対し、ヘテロからホモへ変化
する場合は、線形的に徐々に減少していくのではないかと考えられる。この相分離の出現と消失の速度の
ドメ
イン
サイ
ズ
時間
ホモ　 → ヘテロ
ヘテロ → ホモ
図8.1　マイクロメートルオーダーの相分離形態の出現と消失.
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違いというのは細胞膜中でのタンパク質の作用に寄与している可能性があると予想している。
③から⑤までの結果は、DMPC とコレステロールにより形成された生体膜モデルに VCH を作用させた結
果を示している。これらの結果でもっとも注目したいのが、マイクロレベルの相分離形態を変化させてい
るという点である。つまり、VCH の作用というのは、ただ膜に吸着しサブユニット化して貫通しているだ
けではなく、膜の形を作り変えた後に作用していた。一般的にイオンチャンネルをただつくっているだけ
でなく膜形態を作りかえているということは、症状の原因がイオンチャンネルによるイオン濃度差だけに
起因しているものではない可能性があることを示唆している。つまり、膨張していることからもしめされ
るとおり、凝集性が変化しているつまりは、膜強度を変化させることで細胞膜の形態維持に影響している
という新しい概念を持ち出す必要性があるため、今後の重要な評価対象であることは間違いない。
また、バイオセンサー等の観点からは Cholesterol 膜中での貫通している VCH のサブユニットの集合化は大
変興味深い。アンカーリングしているタンパク質が自発的に集合化する技術が確立できれば、バイオセン
サーや分子アレイなど様々な面に応用が利きやすい。今回の結果は、この技術に繋がる現象を確認できた
ものと考える。他の膜タンパク質でも同様のことがおきるのかを検討することで、実用性をたかめていけ
るのではないかと考えられる。
⑥の結果は、疎水性基板の調製法であるが、今回の手法のもっとも大きな特徴としては、まったく特殊な
器材を必要としないということとそのクオリティーの高さである。通常、このようなシラン化をする場合、
窒素充填などの無酸素無水環境下であり、シリコンなどを特殊な洗浄器などにかける必要がある。しかし
本研究では、マイカをつかうために劈開することで常に新鮮で清浄な親水性表面を得ることができる。ま
た OTS が化学吸着する場合は、微量の水が必要であるため蒸発速度を制御することで少しずつ架橋部に大
気中の水分を作用させている。しかし、いくつか問題があり完全に 100 %の再現性がとりづらい部分があ
ることを記しておきたい、これは OTS が大変不安定であるため、本実験を行なう場合大気中の水分及び室
温を完全に制御していない環境下では常に一定の作用速度、架橋速度、架橋度を維持することができない
ということに起因しているものと考えられる。これらの問題点をもとにより調製法を検討していくひつよ
うがあると考えられる。
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　本研究では AFM を主に用いて、その構築機序について検討を行ってきた。しかし、AFM だけでは VCH
作用後の膜中の正確な分子構造などの未解明な点も多い。これらの問題は最近取り上げられている SFG な
どの新たな分光学的な研究に基づき解決されていくのではないかと予想している。しかしながら、作用機
序と膜形態の関係にはある程度の相関性があることが本研究から明らかにされた、また膜構造の違いや凝
集状態は、作用機序に影響を持つことが明らかにされた。今後の膜へのタンパク質作用に関する研究を計
る上で、本論文の成果が、その礎の一端を担うものとなることを期待したい。
